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RESUMEN

El presente proyecto consistió en establecer cuál de los diluyentes Salamon o Colas, es el
mejor para conservación de semen ovino en nuestro medio, mediante la
evaluación,

obtención,

y criopreservación de semen, y posterior evaluación post descongelación.

Asimismo, buscó estandarizar las técnicas requeridas para los procedimientos mencionados.
Para la realización de este trabajo se utilizaron machos puros que presentaban un buen estado
general y un fenotipo de acuerdo con la raza, a los que se les realizó examen andrológico y se
confirmó que se encontraban aptos para la reproducción.
Semanalmente se obtuvieron eyaculados que se evaluaron y clasificaron cumpliendo los
parámetros espermáticos en cuanto a motilidad 80%, morfología normal 80%, concentración 4
billones por mililitro y vigor (movimiento progresivo, rápido y enérgico del espermatozoide)
(Mobini 2002, Aisen 2004). Una vez evaluados los eyaculados fueron diluídos y fraccionados
para ser empacados en pajillas de 0.25 ml a una concentración de 80 millones de
espermatozoides móviles (Colas, 1975)
Se utilizaron los diluyentes de Salamon y Colas, los que han sido usados y reportados con
excelentes resultados en criopreservación de semen ovino en diferentes investigaciones a
nivel internacional (Fernández-Abella, 1995 y 2005; Evans, Maxwell, 1990). Mientras que a
nivel nacional no se reporta su uso hasta la fecha. Para la preparación de los diluyentes se
utilizó yema de huevo fresca y yema de huevo pasteurizada en polvo, lo que garantiza
disminución en el riesgo de contaminación microbiológica debido a que es deshidratada a 40
C y pasteurizada a 200 C.
La evaluación de la calidad de los diluyentes se llevó a cabo mediante evaluación de la
motilidad del semen en tres momentos diferentes: pre-refrigeración diluido a 30 °C, posrefrigeración diluido a 5 °C y 48 horas pos-descongelación. Así como también se realizó la
coloración de la triple tinción de Tripán a muestras frescas y descongeladas, en la que se pudo
observar

al

mismo

tiempo

integridad

acrosómica,

morfología

y

diferenciación

de

espermatozoides vivos y muertos (Cortés, 1997)
Durante la toma de muestras se crearon protocolos y formatos de evaluación para así controlar
cada uno de los procesos. Por último se realizaron análisis estadísticos, utilizando un modelo
de bloques completamente al azar (BCA) y se efectuó una prueba de Tukey para evaluar las
diferencias de medias; se muestra también estadística descriptiva respecto a las características
de los eyaculados de los carneros.

Palabras Clave: Semen, Ovino, Criopreservación, diluyente de Salamon, diluyente de Colas,
Yema de huevo fresca, Yema de huevo pasteurizada en polvo, Acrosoma.

ABSTRACT

The present project consisted to establish which of the thinner Salamon or Colas, is the best for
conservation of ram semen in our environment, through collection, evaluation, and
cryopreservation of sperm, and evaluation post-defrost. It also sought to standardize the
techniques required for the mentioned procedures.
For the accomplishment of this work pure males were used who presented a good general state
and a phenotype in agreement with the race, which was performed andrologist review and
confirmed that they were suitable for reproduction.
Weekly ejaculated were obtained which were evaluated and classified by meeting the
benchmarks in terms of sperm motility 80% normal morphology 80% concentration 4 billion per
milliliter and Vigor (progressive movement, fast and energic of the spermatozoon) (Mobini 2002,
Aisen 2004). After examining the ejaculate were diluted and split to be packed in straws of 0.25
ml at a concentration of 80 million sperm (Colas, 1975)

We used the extenders of Salamon and Colas, which have been used and reported excellent
results in cryopreservation of sperm sheep in various investigations at the international level
(Fernandez-Abella, 1995 and 2005; Evans, Maxwell, 1990). While at the national level are not
reported its use to date. For the preparation of extenders was used fresh egg yolk and
pasteurized egg yolk powder, which ensures reduction in the risk of microbiological
contamination because it is dehydrated to 40ºC and pasteurized at 200ºC.
The evaluation of the quality of extenders was conducted by evaluation the motility of sperm in
three different times: diluted pre-refrigeration to 30 °C, diluted pos-refrigeration to 5 °C and 48
hours pos-defrost. And also saw the Triple-Stain Technique to sample fresh and thawed, which
was seen at the same time acrosomal integrity, sperm morphology and differentiation of living
and the dead sperm (Cortes, 1997.)

During the sampling were set up protocols and formats for assessment and control each
process. Finally statistical analysis was performed using a one way random with analysis of
variance, and was made a Tukey test to assess mean differences; also shows descriptive
statistics

regarding

the

characteristics

of

the

ejaculate

of

rams.

Key words: Semen, Ram, Cryopreservation, Salamon extender, Colas extender, Fresh egg
yolk, Pasteurized egg yolk powder, Acrosome.

INTRODUCCIÓN

La industria ovina en Colombia ha sido tradicionalmente artesanal. En la actualidad se ha
incrementado el número de explotaciones, pero dado que ha sido una industria relativamente
rudimentaria, se ha llegado a un alto grado de consanguinidad. En los últimos años han
ingresado al país machos puros de altísima selección, de diferentes razas, principalmente para
producción de carne. Hasta el momento, la utilización de estos machos se hace a través de la
monta natural, lo que limita las posibilidades de mejoramiento genético a nivel nacional, tanto
desde el punto de vista geográfico como desde el número de hembras servidas. A lo anterior
se suma como factor limitante la dificultad para encontrar machos de diferentes orígenes en
varias regiones del país, lo cual favorece la aparición de endogamia y sus consecuencias.
Adicionalmente, las necesidades de carne ovina

generadas por

las grandes cadenas de

supermercados no son suplidas en cantidad ni en calidad. El sistema de cría se basa en la
monta natural, y hasta la fecha han sido pocos los esfuerzos tendientes a la utilización de
biotecnologías reproductivas, tales como Inseminación artificial o transferencia de embriones.
Hasta la fecha, en Colombia se han desarrollado algunos intentos de criopreservación de
semen ovino, mientras

que en otros países tales como Uruguay, México, o el continente

europeo, la inseminación artificial ovina, ya sea con semen diluido refrigerado o congelado, es
una herramienta de trabajo corriente (Fernández Abella, Ortiz Sánchez, 2005), y se realiza
inseminación artificial, tanto cervical como mediante laparoscopia. En la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de La Salle se desarrolló hace varios años un trabajo de grado,
en ésta tesis se obtuvieron conclusiones interesantes como que de los diluyentes utilizados el
que menos daños causó a los espermatozoides fué el de Hess. En cuanto a la técnica de
procesamiento de congelación el tiempo de equilibrio ideal fue de 3 horas y a una temperatura
de congelación ideal de -130 ºC. Se estimó que el tiempo de almacenamiento no influye en la
motilidad y morfología de los espermatozoides en una temperatura de descongelación de 37 ºC
con 0 horas de incubación (Pava y Acero, 1992)
Estos hechos justifican entonces el desarrollo de un trabajo de investigación Comparando dos
diluyentes con dos diferentes fuentes de yema de huevo para la criopreservación de semen
ovino, ya que

así se preserva el germoplasma de machos valiosos,

y se

extiende su

utilización mediante la inseminación artificial a otras regiones del país diferentes a su lugar de
residencia, se logra mejoramiento de las características de la canal para suplir la demanda del
mercado y de esta manera se mejoran los ingresos de los productores.

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

SYHL

Salamon yema de huevo liquida

SYHP

Salamon yema de huevo en polvo

CYHL

Colas yema de huevo liquida

CYHP

Colas yema de huevo en polvo

A

Espermatozoide vivo con acrosóma intacto

B

Espermatozoide vivo con acrosóma reaccionado

B´

Espermatozoide vivo con acrosóma reaccionando

C

Espermatozoide muerto con acrosóma intacto

D

Espermatozoide muerto con acrosóma reaccionado

1. MARCO TEÓRICO

1.1 HISTORIA E IMPORTANCIA ECONÓMICA
El ovino es un rumiante productor de lana, cuero, carne, y en algunas zonas, también de leche.
Posee temperamento tranquilo y su instinto gregario constituye una ventaja para el manejo. Por
ser un animal doméstico de miles de años de antigüedad, existen en el mundo gran cantidad
de razas ovinas con gran variación en cuanto a las características y aptitudes para las más
diversas producciones. La difusión mundial que posee se debe a su resistencia y adaptabilidad
al medio.
Los ovinos presentan unas características especiales a diferencia de las otras especies de
producción doméstica en el país tales como la fácil explotación extensiva, su fácil adaptabilidad
y buen uso de los recursos forrajeros, ser una especie bastante instintiva (búsqueda de
alimento y abrigo), buena aptitud materna, además, todos los años entrega algún producto
terminado (carne, lana) y hay gran diversidad de razas, lo que permite adaptarse a diferentes
condiciones agroclimáticas en el país (Espinal, Martínez y Amézquita, 2006).
La población mundial ovina es de alrededor de 1,2 billones de animales, los cuales ocupan
principalmente

entornos

semiáridas. Los ovinos

difíciles para la agricultura, especialmente zonas montañosas y
han sido asociados

con sistemas de subsistencia

tradicionales,

especialmente en los países en desarrollo, y han permanecido sin modificar durante siglos. La
oveja provee carne, leche y lana, y en la mayoría de los sistemas tradicionales actúa como
convertidor eficiente de hierbas nativas y subproductos, aunque en la actualidad

las

circunstancias se han modificado, ya que en tierras de mejor calidad, la productividad se
incrementa (Radostits et al, 1994). En Suramérica la población ovina es de alrededor de 100
millones de cabezas,

con una reducción en los últimos 15 años de aproximadamente 4

millones de cabezas, y constituye el 9% del censo ovino mundial. Colombia está ubicada en el
puesto 63 con un total de 2.180.000 animales para este mismo año según la FAO y una tasa
de crecimiento negativa de -1%.
La cadena Ovina en Colombia se caracteriza por una estructurada interacción entre sus
eslabones y está dividida en dos sistemas de producción. El primero se dedica a la producción
de cárnicos y productos artesanales. El segundo sistema se dedica a la producción de leche y
sus derivados. En el caso de la cadena de la carne ovina en el país el proceso comienza con la
cría de reproductores y vientres de reemplazo que son los encargados de mantener la genética
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de los animales criados en el país, estos animales producen el pie de cría que abastecen
rebaños de ovejas de los diferentes productores, estos animales son los destinados para la
ceba y posterior sacrificio en el frigorífico. Del proceso de faenado de los animales se obtienen
las canales que son comercializadas completas, por medias canales, y por cuartos de canal.
Además se obtiene del beneficio subproductos como las vísceras, pieles, cabeza y patas y
contenido ruminal, que pasan a procesos industriales para la elaboración de artesanías y de
abono en el caso del contenido ruminal. La carne y los subproductos pasan a otro eslabón
importante de la cadena que es el comercializador que se encarga de la distribución de los
diferentes productos provenientes de este proceso para llegar por último al consumidor final.
Para el año 2005 la FAO reportó la producción en Colombia de 13.363 toneladas de carne
Ovina y caprina. El 51% de la producción corresponde a la carne ovina con aproximadamente
6.960 toneladas de carne. La zona de la Costa Atlántica, constituida por los departamentos de
Guajira, Magdalena, Atlántico, Bolívar, Sucre y Córdoba, son departamentos con una
participación importante dentro del total nacional. Los departamentos de Santander del Norte y
del Sur, junto con Cesar, culturalmente se han caracterizado por ser departamentos
productores y consumidores de carne ovina. El altiplano cundiboyacense también se
caracteriza por ser una zona importante de producción.
La carne ovina ha presentado una tasa de decrecimiento del – 3.5% durante el periodo 1994 –
2005, alcanzando para el 2005 volúmenes de producción similares a los de la carne caprina; es
decir, 6.673 y 6.960 toneladas respectivamente.
Las principales fuentes de proteína animal para consumo humano en el orden de producción
en el país para el año 2005 fueron: la carne bovina, con una participación porcentual del 46%,
la carne de pollo en segundo lugar participó con el 43%, la carne de cerdo con el 7%, la
piscicultura con el 2.5% y la carne de ovino y caprino con el 0.4% cada una. Durante el periodo
1991 – julio de 2006 el sector ovino ha registrado un volumen de exportaciones de 4.311
toneladas, con la participación de la carne ovina del 98% del total y una tasa de crecimiento de
-3%. (Espinal, Martínez y Amézquita, 2006).
Aunque existe un gran potencial para estos productos, en la actualidad no existe la calidad ni
los volúmenes requeridos por el mercado internacional para incrementar las exportaciones de
la cadena.
Para el sector ovino se ha reportado para el periodo comprendido entre 1991 y julio de 2006 un
total de 26.252 toneladas importadas. El producto que más volumen importado ha reportado,
es la lana de oveja, con una participación del 62% del total, sin embargo ha presentado una
tasa de crecimiento negativa de -32%, siendo desplazada desde 1998 por la importación de
despojos comestibles utilizados en la elaboración de alimentos concentrados para animales de
compañía (Espinal, Martínez y Amézquita, 2006).
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1.1.1. Origen de los ovinos:

La especie ovina carece de génesis debidamente conocida. Incógnita es la época y forma
cómo surgió y no

ha podido ser esclarecida hasta el

presente por investigaciones

paleontológicas.
1.1.1.1. Ovinos salvajes primitivos: En la subfamilia de los Caprinos, se acepta la existencia
de tres géneros principales de ovinos salvajes primitivos: Genero Ovis, Genero Ammotragus y
Genero Pseudois.

El Genero Ovis es considerado antecesor de los ovinos domésticos

actuales y el Genero Pseudois es considerado como una forma intermedia entre ovinos y
caprinos.

1.1.1.2. Antecesores de los ovinos domésticos: Los posibles antecesores de los ovinos
domésticos de la época presente y de acuerdo a su origen geográfico se clasifican en Grupo
Europeo, Grupo Africano y Grupo Asiático.
1.1.1.2.1. Grupo Europeo: Sus antepasados serian el Ovis musimon y el Ovis ophion. En la
antigüedad estuvieron extensamente repartidos en el sudeste de Asia y Europa.
1.1.1.2.2. Grupo Africano: Originado por el Ovis

tragelaphus.

Comprende un genero

intermedio entre ovinos y caprinos, Ammotragus, el llamado “carnero de crin”, que vivía en las
montañas del norte de África, en la región del actual desierto del Sahara.
1.1.1.2.3. Grupo

Asiático:

Es

el más antiguo de los tres

y de mayor importancia

descendiente del Ovis vignei. Comprende dos subgéneros, uno el

Ovis vignei o “Urial”.

(Helman, 1975)
1.1.2. Taxonomía:
Tabla1. Clasificación taxonómica de los ovinos. (Ospina, R. Oscar F, 1993)
REINO

Animal

TIPO

Cordados

CLASE

Mamífero

ORDEN

Artiodáctilo

FAMILIA

Bóvidos

GENERO

Ovis

ESPECIE

Ovis aries
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1.2. EXAMEN ANDROLÓGICO
Es reconocido entre los dueños de rebaños que el nivel de fertilidad dentro de un grupo de
carnero puede variar de manera significativa (ver Tabla 2). La única garantía de la habilidad
reproductiva de un carnero es el número y la calidad de su progenie producida bajo
condiciones normales de reproducción. Es posible, sin embargo, examinar los diferentes
aspectos de la función reproductiva de un carnero para estimar que tan cerca está del estándar
general aceptado como normal y para definir cualquier anormalidad que pueda estar presente.
Tabla 2: Factores que interfieren con la producción de espermatozoides (Aisen,2004; Salamon
1990)
Salud
Cojera.
Obesidad.
Abscesos podales.
Crecimientos interdigitales infectados.
Problemas respiratorios.
Ataque por mosca de los cuernos.
Dermatitis escrotal.
Edad y conformación
Tanto carneros jóvenes como viejos pueden no ser confiables.
Gran cobertura de lana escrotal.
Nutrición
Largos periodos de sobre o subalimentación.
Cambios de alimento.
Manejo
Estacionalidad reproductiva.
Confinamiento y sobrealimentación previo a la venta.
Alojamiento (cantidad de machos y hembras).
Largos periodos de viaje y estabulación.

El objetivo de un programa de Inseminación Artificial (IA) en ovejas es mejorar las
características de producción, principalmente la cantidad o calidad de la lana o pelo, la leche o
la carne. La consecución de este objetivo depende de la capacidad reproductora de los
sementales que se utilicen. Los productores deben convencerse de que los machos que
utilicen para IA deben ser genéticamente mejores que sus congéneres.
Aparte de los criterios genéticos existen otros factores que se deben considerar al seleccionar
los machos para un programa de IA. Entre estos encontramos el estado de salud (no deben
padecer ningún tipo de enfermedad) y el buen estado de carnes (sin engrasamiento). Los
machos, particularmente los recién comprados o introducidos en el rebaño, se deben someter a
un examen físico y controlar su estado de salud con el fin de asegurar que estén exento de
anormalidades o enfermedades (Salamon, 1990).
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1.2.1. Salud física y escala de condición corporal:
El abordaje inicial de cualquier examen debe incluir un chequeo completo de la salud física
Cualquier condición física o enfermedad que pueda evitar o reducir la habilidad de un carnero
para el servicio normal, disminuirá el número de corderos del cual él será padre. Cualquier
cuadro que implique los estímulos olfatorio, visual o auditivo actuará de manera similar. No
debe pasarse por alto la presencia de parásitos intestinales. Todos los carneros que fueron
comprados en forma reciente deben ser aislados y desparasitados sin demora para eliminar la
posibilidad de que diseminen parásitos resistentes a los antihelmínticos en los lugares limpios.
Debe considerarse la fiebre por garrapata como una causa posible de infertilidad.
Es importante evaluar la capacidad del carnero para permanecer con una salud razonable
durante toda la estación reproductiva bajo condiciones ambientales normales. Un simple
crecimiento interdigital, por ejemplo puede desarrollarse con rapidez en condiciones de gran
humedad y dejar lisiado a un carnero en cuestión de días. Por eso es importante notar
cualquier condición que deba ser corregida para fomentar que el carnero pueda desempeñar
su máxima habilidad. Tiene igual importancia reconocer aquellas enfermedades que pueden
ser transmitidas a la oveja durante la temporada reproductiva como el ectima contagioso y la
balanopostitis ulcerativa (Melling y Alder, 2000).
1.2.1.1. Escala de condición corporal: Es un procedimiento de evaluación del estado físico de
los ovinos que sirve para conocer el estado corporal de los animales, ya sea para su correcto
manejo, para venta o faena. Para determinar las necesidades nutricionales de los animales y
para obtener un promedio estimado que muestre el estado de un lote.
Se utiliza una escala de uno a cinco grados, que clasifica los estados corporales según el
grado de gordura (ver Figura 1).
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Figura 1: Escala de condición corporal (Manazza, 2006).

1.2.1.2. Regulación de temperatura: La temperatura del escroto por lo general es unos 4-5 °C
menor que la temperatura rectal cuando la función espermatogénica es más eficiente. Algunas
razas llevan una lana pesada cubriendo el escroto. Si los carneros están encerrados y se
echan en camas profundas de paja por periodos largos la producción de esperma puede estar
reducida. Es mejor aconsejar la remoción de toda la lana del escoto en la esquila, no sólo para
mantener los testículos frescos sino también para reducir el riesgo de las infecciones por
Dermatophilus congolensis que con frecuencia se encuentra durante el examen de rutina del
carnero causando dermatitis escrotal.
1.2.2. Aproximación al examen:
Primero deben observarse los carneros como grupo. Así se podrán identificar con frecuencia
carneros enfermos.
Los signos de buena salud son: Por lo general alerta, movimiento libre, libre de cojeras, vellón
uniforme y cerrado, alimentación activa, rumiación, no se observan heridas, abscesos o
lesiones.
Las indicaciones de enfermedad incluyen: Indiferencia, postura y comportamiento anormal,
rigidez al movimiento, tos o jadeo persistente, ausencia de rumia, perdida de condición,
derroche persistente, cojera, diarrea, perdida de vellón en parches, frote constante y/o
separación del grupo. (Melling y Alder, 2000).
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1.2.2.1. Examen genital:
Para realizar un examen de los genitales es mejor sentar al carnero sobre su propia cola en un
área bien iluminada o ubicarlo en una “silla de pastor” (ver Imagen 1). Los testículos y el área
escrotal pueden ser palpados en la posición de pie, pero así no es realmente posible examinar
todo el prepucio y pene.

Imagen 1: Carnero sujeto en una silla de pastor (Melling y Alder 2000).

1.2.2.1.1. Prepucio y pene: examine el prepucio de cerca buscando signos de lesión. Son
comunes las ulceras en la unión de la piel y membranas mucosas y pueden asociarse con
ectima contagioso (Imagen 2). Note cualquier descarga anormal, en particular la presencia de
manchas de sangre, que puede indicar la presencia de una balanopostitis ulcerativa (ver
Imagen 2). Esta condición puede difundirse a las ovejas durante el servicio. Puede conducir a
cicatrización permanente y adherencias en el carnero, aunque rara vez se impide la preñez.
Las prácticas homosexuales son comunes entre los carneros en grupo y es infrecuente
encontrar penes cubiertos con materia fecal.
En la exteriorización del pene, es esencial asegurar que pase a través del orificio prepucial y de
que no haya desviación anormal en su dirección de progresión. El proceso uretral de
preferencia debe estar entero. Chequear el área escrotal por signos de herniación. (Melling y
Alder, 2000).
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Imagen 2: (Derecha) Dermatitis e hinchazón del prepucio, que puede deberse a un estima
contagioso. (Izquierda) Gran inflamación de la mucosa del prepucio típica de la balanopostitis
ulcerativa. (Melling y Alder 2000).

1.2.2.1.2. Escroto y testículos: Comenzar el examen del escroto y elevar los testículos contra
la pared del cuerpo, presionando apenas el escroto con ambas manos. Examine el escroto con
cuidado buscando la presencia de forúnculos, abscesos cortes por esquila, mordedura de
perros, adherencias y dermatitis. Chequear el área escrotal por signos de herniación.
Deslice cada testículo en forma generosa y note la presencia de cualquier respuesta dolorosa
indicando orquitis. Los testículos deben ser más o menos de igual tamaño y peso, más bien
pesado que liviano y de movimiento libre dentro del escroto. Deben tener forma ovoide y
rechoncha y ser elásticos; los testículos fofos y blandos son indeseables. A medida que el
carnero aumenta su edad los testículos se vuelven blandos y menos elásticos con desarrollo
de atrofia. Un testículo muy duro y firme es patológico, indicando,

por ejemplo,

orquitis

(Melling y Alder, 2000).

1.2.3. ANORMALIDADES DEL TAMAÑO TESTICULAR Y PRESENTACIÓN:
1.2.3.1 Hipoplasia: En la valoración del tamaño testicular por palpación, un testículo puede
parecer más pequeño que el otro. La condición de la hipoplasia, a veces asociada con
descenso incompleto, es considerada hereditaria (ver Imagen 3). Se la observa con regularidad
en los corderos y por lo general se corrige por si misma cuando el cordero cumple 1 año. Una
hipoplasia significativa de ambos testículos estará presente cuando estos tienen alrededor de
la mitad de longitud y diámetro que otros carneros de raza similar. Los carneros que presenten
esta característica deben ser descartados.
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Imagen 3: (Izquierda) Hernia que se extiende dentro del escroto con hipoplasia del testículo
del lado afectado. (Derecha) Testículos muy pequeños, con un grado de hipoplasia en uno de
ellos (Melling y Alder 2000).

1.2.3.2 Criptorquidismo y monorquidismo: Ambas condiciones son poco comunes, pero han
sido diagnosticadas. (Ver Imagen 4).

Imagen 4: Carnero afectado con una orquitis aguda dolorosa (Derecha) parado al lado de un
carnero con una formación excelente de los testículos (Izquierda) (Melling y Alder 2000).

1.2.3.3 Epididimitis: El epidídimo debe ser largo, redondeado, elástico y libre de
deformaciones nodulares duras. El significado de una cola alargada y dura es serio. La
epididimitis esta difundida en todo el mundo y la causa principal es la Brucella ovis.
1.2.3.4 Varicocele: En el examen del cordón espermático en la cabeza del testículo, a veces
se detecta una masa firme lobulada. Es probable que sea un varicocele y puede ser
hereditario. Un carnero con esta condición por lo general no debe ser usado para servicio.
1.2.3.5. Espermatocele: La hinchazón dura espontánea y permanente en la cabeza del
testículo debe considerarse sospechosa y los carneros así afectados no deben ser usados de
manera normal. En la etapa aguda esta hinchazón puede ser dolorosa y es muy probable que
reduzca la producción espermática en el testículo afectado (Melling y Alder, 2000).
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1.3.

EL SEMEN Y SUS CARACTERÍSTICAS

El semen lo forman dos principales constituyentes: el plasma seminal y los espermatozoides.
1.3.1. Plasma seminal: es una mezcla de líquidos secretados por las glándulas vesiculares,
conductos deferentes y otras glándulas sexuales accesorias. Tiene tres funciones principales:
1) actúa como vehículo para los espermatozoides, transportándolos desde el sistema
reproductor del macho durante la eyaculación, 2) sirve de activador a los espermatozoides,
previamente no móviles, y 3) proporciona un medio rico en nutrientes, tamponado, que
colabora en mantener la supervivencia de los espermatozoides después de depositarse estos
en el aparato genital de la hembra.
El principal componente del plasma seminal es el agua (75%), aunque también aparecen
sustancias orgánicas e inorgánicas que sirven de protectores y nutrientes de los
espermatozoides. Normalmente es isotónico o neutro.
El pH del plasma seminal se mantiene muy próximo a 7,0 por un complejo sistema
amortiguador. El plasma seminal tamponado protege a los espermatozoides de los cambios
bruscos de pH que deteriorarían la supervivencia de las células espermáticas.

1.3.2. Espermatozoides: Son los gametos masculinos que se producen en los túbulos
seminíferos de los testículos.
1.3.2.1. Estructura de los espermatozoides:
Los espermatozoides son células haploides altamente especializadas, cuya función es
transportar hasta el ovocito la información genética de su especie. La organización de estas
células incluye una cabeza con su núcleo y capuchón acrosómico y una cola con piezas
intermedia y principal y porción terminal. La cabeza y la cola se unen por una estrecha porción,
el cuello, que presenta cierta facilidad de ruptura (Ver Figura 2).
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Figura 2: Estructura general del espermatozoide (Marshall, 1990)

Es una célula de escaso citoplasma, que presenta un núcleo con cromatina muy condensada,
recubierto por una membrana nuclear no porosa. La porción anterior del núcleo esta recubierta
por un saco membranoso delgado, de doble capa, denominado acrosoma. Esta estructura,
similar a un capuchón, contiene enzimas hidrolíticas, como la acrosina, la hialuronidasa y
varias hidrolasas acidas. Para posibilitar el proceso de fertilización, deberá existir una liberación
del contenido acrosómico mediante la fusión de las membranas plasmática y acrosómica
externa.
El núcleo presenta una escotadura posterior, de donde nace un complejo fibrilar de 9 fibras
gruesas que atraviesa casi toda la cola. En la parte central de la cola se encuentra un sistema
de microtúbulos con al configuración de nueve pares periféricos y dos centrales, denominado
axonema. La parte media esta recubierta por una hélice de mitocondrias, necesaria para la
motilidad espermática. La porción principal de la cola se extiende desde su unión con la parte
media hasta casi el final del flagelo. Su estructura es similar a la anterior, pero no posee
mitocondrias.

La parte Terminal es la porción posterior de la cola, conteniendo un solo

axonema central, cubierto de la membrana plasmática. (Aisen, 2004, Hafez, 2000, Evans,

1990).
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1.3.2.2. Motilidad de los espermatozoides:
Los espermatozoides pueden tener los siguientes tipos de movimientos:
a) Movimiento progresivo hacia adelante
b) Movimiento circular rotatorio
c) Movimiento oscilatorio o convulsivo sin progreso ni cambio de posición.
Para la inseminación sólo se deben usar muestras de semen que presenten altas proporciones
de espermatozoides con motilidad progresiva. La velocidad de movimiento hacia delante de un
espermatozoide, suspendido en plasma seminal, es de 5-15 mm por minuto.
La velocidad y tipo de movimiento de los espermatozoides puede variar según un gran número
de factores: método de recogida del semen, factores ambientales, manejo del semen después
de recogido, intervalo entre la recogida y la valoración, y variaciones individuales del propio
semental.
En el semen, los espermatozoides tienen cargas eléctricas negativas, con lo que se repelen
entre sí. Si los espermatozoides pierden su carga negativa tienden a agruparse. Este fenómeno
recibe el nombre de aglutinación y puede ser debido a un aumento de la acidez del medio,
presencia de iones metálicos, bacterias u otras impurezas, o a la presencia de aglutininas
(formadas después de la inmunización), originadas en el animal (Salamon, 1990)
1.3.2.3. Metabolismo de los espermatozoides: la energía necesaria para mantener la motilidad
y viabilidad de los espermatozoides procede de los azúcares, especialmente la fructosa,
presentes en el plasma seminal. La glucosa que también es metabolizada por los
espermatozoides, a menudo, se utiliza como componente de los diluyentes. Cuando los
azúcares son metabolizados por los espermatozoides, se produce dióxido de carbono (CO2),
agua y algo de ácido láctico.
1.3.2.4. Factores que afectan la motilidad de los espermatozoides:
1.3.2.4.1. Temperatura: La temperatura del semen en el momento de la eyaculación es próxima
a la del cuerpo (37 °C). La exposición de semen a temperaturas mayores a la indicada
aumenta el ritmo metabólico, agotan las reservas de energía y decrece la vida media del
espermatozoide. Temperaturas superiores a los 45 °C matan a los espermatozoides (Salamon,
1990).
La disminución de la temperatura reduce el metabolismo de los espermatozoides, pero una
bajada súbita de temperatura, particularmente por debajo de 10 °C, producirá una pérdida
irreversible de su viabilidad, lo que se conoce como shock de frío.
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1.3.2.4.2. Luz: Una exposición corta a la luz solar puede reducir la viabilidad de los
espermatozoides y si ésta exposición se prolonga 30- 40 minutos pueden morir.
1.3.2.4.3. Contacto con metal: El contacto con metal de cualquier tipo, es peligroso para los
espermatozoides, por eso solo se debe usar material de vidrio o equipos de materiales
sintéticos e inertes, cuando se trate de recoger, diluir y/o conservar.
1.3.2.4.4. Contacto con agua: El agua reduce la presión osmótica del plasma seminal con lo
que puede matar a los espermatozoides.
1.3.2.4.5. Impurezas y bacterias: Las bacterias, el polvo, los pelos y otros contaminantes que
pueden estar contenidos en el semen, reducirán, e incluso mataran, la viabilidad de los
espermatozoides.
1.3.2.4.6. Desinfectantes: Los desinfectantes y antisépticos son muy peligrosos para los
espermatozoides, por lo que se evitará su uso. Para esterilizar el material se puede utilizar
alcohol al 70% en agua, y el material de vidrio se debe esterilizar mediante calor seco.
1.3.2.4.7. Exposición prolongada al aire: El oxígeno del aire incrementa notablemente el
metabolismo de los espermatozoides, con lo que se acumula ácido láctico en el semen, lo que
puede reducir el pH del semen por debajo del óptimo, que es 7,0, con lo que la viabilidad de los
espermatozoides se reducirá notablemente.
1.3.2.4.8. Capacidad tamponante del diluyente: El medio que se utilice para diluir el semen
debe tener suficiente capacidad amortiguadora para mantener el pH óptimo.
1.3.2.4.9. Presión osmótica del diluyente: Los componentes (solutos) disueltos en el medio y
que rodean al espermatozoide pueden ejercer cierta presión sobre la membrana celular. Este
fenómeno se conoce como presión osmótica y aumenta según la concentración de solutos en
el medio. Los medios en que la concentración de solutos es equivalente a la del interior de la
célula se dice los que son isotónicos. Los medios que tienen concentraciones más bajas de
solutos son hipotónicos, y los que tienen más solutos son hipertónicos (Salamon, 1990)

1.4. OBTENCIÓN DEL EYACULADO

En los sistemas de monta natural, el macho tiene una influencia definitiva en el desempeño
reproductivo de la oveja. La fertilidad está directamente relacionada

con el número de

servicios, el número de espermatozoides depositados, y el tiempo de servicio en relación con la
ovulación (Radostits et al, 1994)
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Las técnicas de inseminación artificial involucran la obtención del semen mediante vagina
artificial o mediante electroeyaculación; el semen es examinado, diluido y utilizado de manera
inmediata. Los espermatozoides maduros de animales domésticos son obtenidos normalmente
del semen eyaculado. La recolección del semen para varios animales de

granja fue revisada

por First 1971; también Salisbury y VanDemark, 1961; Pickett. 1968; Gómez, 1977; Almquist,
1978; Pelota, 1978; Hafez, 1974; Bearden y Fuquay, 1980;(Evans y Maxwell, 1987). Con la
ayuda de una vagina artificial, el semen se puede obtener utilizando un animal señuelo para
estimular una eyaculación después de un entrenamiento con un objeto ficticio; o después de
la electroeyaculación. Los

dos métodos se recomiendan para asegurar una muestra de alta

calidad. No todos los animales responden bien a la utilización de vagina artificial, por lo que
en estos casos el último procedimiento debe ser utilizado. La electroeyaculación se puede
utilizar también para recolectar muestras de semen de animales que debido a su estado de
salud u otras razones no pueden copular con un animal de señuelo o un objeto ficticio (Martín,
1978).
Durante la eyaculación, algunos componentes del semen son agregados por diferentes
órganos del tracto reproductor accesorio, tal como la próstata, vesículas seminales, glándulas
bulbouretrales, glándulas de Cowper y las ámpulas (Leibfried-Rutledge ML et al., 1997).

1.5. MANEJO Y EVALUACIÓN DEL SEMEN

El eyaculado ovino tiene un volumen de 1 a 1, 5 ml, y puede contener de tres mil a siete mil
millones de espermatozoides (Aisen, 2004, Hafez, 2000, Evans, 1990, Derivaux 1961).
El semen podrá procesarse para tres usos básicos:
a) Semen en estado fresco, puro o diluido, a 30-37 ° C y no más de 1,5 horas
b) Semen refrigerado, entre 15°C y 5°C, hasta 12-24 horas
c) Semen congelado a -196°C, indefinidamente.

El semen fresco debe ser conservado a 30 °C, evitando todo cambio térmico. Puede utilizarse
puro o diluido, y como medio diluyente es habitual utilizar leche descremada, que aporta
lipoproteínas, siendo capaz de amortiguar el pH y dar estabilidad y osmolaridad adecuadas.
Para la inseminación con semen fresco por vía cervical se emplean dosis de 50-200 millones
de espermatozoides, en un volumen de 0,02 a 0,1 ml.
El semen se refrigera con el fin de reducir el metabolismo energético de los espermatozoides,
prolongando así su viabilidad y capacidad fecundante. El semen de mamífero, especialmente
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de carnero y macho cabrío es sensible al enfriamiento (choque frío), manifestándose por un
aumento del numero de espermatozoides muertos, formas anormales, alteración de la
distribución de lípidos de la membrana y aumento del calcio intracelular. El choque por frío
afecta de manera súbita e irreversible la membrana plasmática. En el caso del espermatozoide
ovino, existe una distribución desigual de proteínas del cito esqueleto asociadas a membrana,
por lo que sería más sensible a la refrigeración (Salamon, 1990).
Después de recogido el semen y antes de usarlo se debe determinar cuidadosamente tanto la
cantidad como la calidad del eyaculado. Para manejar el semen se precisa hacerlo con sumo
cuidado para que no se afecte la viabilidad de los espermatozoides. Existe una serie de
factores que afecta la viabilidad de los espermatozoides una vez recogido el semen. Se debe
poner especial atención para que el semen no sea expuesto a condiciones desfavorables al
recogerlo o manejarlo. Se debe procurar que todo el material de vidrio, para la recogida o
manejo del semen este perfectamente limpio, estéril, seco y templado a 30 °C especialmente
en los días fríos (Evans, 1990).
El análisis del semen tiene por objetivo valorar la calidad de un eyaculado, y la funcionalidad
del macho como reproductor. Las características de calidad incluyen motilidad y morfología de
los espermatozoides. Estas características así como el color y olor del semen deben ser
evaluadas lo más pronto posible después de recogido (Aisen, 2004, Hafez, 2000, Evans, 1990).

1.5.1. Examen macroscópico:

1.5.1.1. Color, olor y consistencia:
El semen del carnero es normalmente blanco cremoso (ver Tabla 3). Deben descartarse los
eyaculados que presentan coloración

blanco-rosácea que indica la presencia de sangre

probablemente a causa de una lesión del pene al momento de la recolección, o gris que indica
algún tipo de infección o contaminación en el aparato reproductor. La presencia de orina es un
suceso frecuente cuando el semen se obtiene por electroeyaculación y le confiere un olor
característico.
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Tabla 3: Valoración visual de la escala para la concentración espermática. (Aisen, 2004).
Puntuación

Número aproximado de
espermatozoides X 10 6 /ml

5 Cremoso espeso

4,5 – 6

4 Cremoso

3,5 – 4,5

3 Cremoso liviano

2,5 – 3,5

2 Lechoso

1 - 2,5

1 Nublado

0,3 – 1

0 Acuoso claro

Muy pocos

1.5.1.2. Volumen:
Depende del método de recolección y la frecuencia, es mayor por electroeyaculación que con
vagina artificial. El volumen promedio es de 1 mL dependiendo la raza, edad, estado general de
macho y destreza del operario. En general, para los trabajos de rutina se descartan aquellos
eyaculados con un volumen menor de 0.4 mL. Puede medirse directamente en el tubo colector
si esta graduado o bien con una pipeta calibrada. Si existiese espuma, esta se desestimara en
la determinación del volumen. Si las muestras se recolectan 3 o más veces al día, o durante
periodos extensos, dicho volumen disminuye. Este volumen es de 0.5 – 2 ml en animales
maduros y 0.5 – 0.7 ml en los jóvenes.
1.5.1.3. Movimiento en masa macroscópica:
Los espermatozoides en movimiento vigoroso se desplazan creando ondas que son visibles a
corta distancia.

En una maniobra rápida, se observa el tubo recolector con el eyaculado,

tratando de determinar el movimiento en remolino u ondas y, de manera grosera, la motilidad
de la muestra. Esta se corresponderá con la observación de ondas al microscopio (Aisen,
2004; Evans, 1990).

1.5.2. Examen microscópico:

1.5.2.1. Concentración
La concentración de espermatozoides (número de células espermáticas por unidad de
volumen) se suele expresar en espermatozoides/ml. Los valores normales para el carnero
6

oscilan entre 3000-7000 x 10 espermatozoides/ml. Su determinación puede hacerse en forma
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subjetiva a través de la apariencia / color del eyaculado o en forma objetiva, por medio de
cámaras de recuento microscópico, con fotocolorímetros o turbidímetros (Aisen, 2004, Hafez,
2000, Evans, 1990, Derivaux 1961).
Su determinación puede hacerse por medio de cámaras de recuento microscópico (Aisen,
2004, Hafez, 2000, Evans, 1990, Derivaux 1961).
Los materiales necesarios son: pipeta de glóbulos rojos, o una pipeta calibrada automática,
cámara de recuento de Neubauer, cubreobjetos, papel absorbente, líquido de dilución, agua
destilada.

Pasos a seguir:
1. Humedecer con vaselina el borde del cubreobjetos y adherirlo a la cámara ejerciendo
una leve presión.
2. Aspirar semen con la pipeta hasta la marca 0,5 limpiando su extremo con un paño seco
y limpio. Aspirar solución salina hasta la marca 101, situada por encima del bulbo de la
pipeta, procurando que no penetre aire en su interior.
3. Tapar con los dedos los dos extremos de la pipeta y homogenizar suavemente durante
2 minutos.
4. Desechar las primeras gotas de la pipeta.
5. Colocar el extremo de la pipeta en el borde del cubreobjetos y dejar que la cámara se
cargue por capilaridad. El líquido no debe pasar a los surcos laterales ni deben quedar
ni deben quedar glóbulos de are ni zonas sin cargar.
6. Dejar reposar la cámara 5 minutos antes del recuento.

Técnica:
1. Se enfoca la cámara con menor aumento, con condensador bajo y diafragma no muy
abierto. Buscando en el retículo central, y una vez que se distinguen las líneas en
forma clara, se observa si los espermatozoides están repartidos en forma uniforme por
toda la cámara. De no ser así debe repetirse la operación de carga.
2. Si la cámara está bien cargada se pasa a mayor aumento y se cuentan los
espermatozoides presentes en 80 cuadritos pequeños (divididos por líneas simples),
que están contenidos en 5 cuadrados grandes.
3. Deben seleccionarse cuadrados grandes que se toquen solo por el vértice. Se contarán
las cabezas de los espermatozoides en cada cuadradito, agregándoles los que tocan
dos de los bordes.
4. Se debe limpiar rápidamente la pipeta luego de su uso, haciendo unas tres
aspiraciones y descargas con agua destilada y secar en estufa (Daza, 1997).
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Formula:

Espermatozoides por ml = n x 400 x 10 x 200 x 1000
80
Donde: n = Número de espermas en 80 cuadros pequeños
400 = Número de cuadros pequeños en 1 mm

2

10 = 0,10 mm de profundidad de la cámara
200 = Dilución empleada 1:200
3

1000 = Factor de transformación de mm a cm

3

80 = Número de cuadros pequeños contados

También se puede cargar la cámara con micropipeta realizando una dilución de 5 microlitros de
semen en 2 ml de agua, se cuenta el número de espermatozoides en un cuadrado grande sin
divisiones internas y se cuenta un total de 5 cuadros, la dilución es de 1:400 (INTA, 1993)

Fórmula:
3

3

Esp/ml = suma de esp.x 0.1 mm X10-000 ml/mm X400 X16
5
Esp/ ml = suma de esp X12800.000 (INTA, 1993)

1.5.2.2. Motilidad en masa microscópica:
La cantidad y la calidad del movimiento espermático ha sido una manera común de evaluación
seminal, ya sea en estado fresco o conservado.

El semen de carnero presenta ondas

características a la observación microscópica, que se valoran subjetivamente de 0 a 5 puntos.
Su determinación es rápida y puede ser útil a la hora de establecer si un eyaculado es
inicialmente apto para continuar su procesamiento (ver tabla 4).
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Tabla 4: Puntuación de la actividad de los espermatozoides (Aisen, 2004)
Puntación

Descripción

5 Muy buena

Denso,

ondas

de

movimiento

rápido.

No

puede

observarse espermatozoides individuales. 90% o más
son activos.
4 Buena

Ondas con movimiento vigoroso, pero no tan rápido
como en la puntuación 5. 70-80% o más son activos.

3 Regular

Sólo movimiento de ondas pequeñas y lentas. Puede
observarse espermatozoides individuales. 45-65% son
activos.

2 Pobre

No

se

forman

ondas.

Algún

movimiento

de

espermatozoides. 20-40% son activos.
1 Muy pobre

Muy pocos espermatozoides muestran signos de vida.

0 Muertos

Todos los espermatozoides están inmóviles.

Para su medición, se coloca una gota de semen puro en un portaobjetos limpio y templado a
37º C. Se observan las ondas características, sin cubreobjetos a 40 o 100X, en el borde de la
gota. La temperatura del portaobjetos se controla mejor utilizando un microscopio con platina
termocontrolada (Aisen, 2004, Evans, 1990, Derivaux 1961).

1.5.2.3. Motilidad individual:
Debe ser del 80% con un rango del 70-90% (Mobini, 2002), y del 85% (Hafez, 2000).
Es uno de los parámetros mas utilizados en la valoración del semen.

Sin embargo, no

pronostica en forma ajustada la capacidad fecundante del espermatozoide. Se determina por
recuento de espermatozoides móviles, con relación al total expresado como porcentaje.
Para la determinación de la motilidad individual se coloca una gota de diluyente isotónico y una
pequeña gota de semen fresco en un portaobjetos a 37º C. Se homogenizan ambas gotas y se
observa con un cubreobjetos a 100-200X.

Visualizando varios campos microscópicos se

estima el porcentaje de espermatozoides móviles (Aisen, 2004, Evans, 1990).
La valoración de la motilidad implica la estimación subjetiva de la viabilidad de los
espermatozoides y la calidad de la motilidad. Por lo general se utiliza el análisis del
espermatozoide con microscopio de luz. La evaluación de la motilidad de los espermatozoides
se realiza con semen puro y diluido.
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La valoración del semen puro indica el comportamiento de los espermatozoides en su propio
líquido de las glándulas accesorias. Las concentraciones espermáticas elevadas pueden
dificultar la medición de la motilidad en semen puro, limitación que se soluciona con la dilución
de una cantidad pequeña de semen en un diluyente de buena calidad.
Debido a que la motilidad espermática es en extremo susceptible a las condiciones
ambientales (como el exceso de calor o frío), es necesario proteger al semen de agentes o
situaciones perjudiciales antes del análisis.
Los parámetros de motilidad incluyen:
Porcentaje de espermatozoides en movimiento.
Porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva.
Velocidad espermática (con Base en una escala arbitraria de O[estacionaria] a 4[rápida]).
Longevidad de la motilidad espermática en semen puro (a temperatura ambiente de 20 a 25
C), y en semen diluido (a temperatura ambiente, o temperatura refrigerada de 4 a 6 °C).
Es posible observar diversos patrones de movimiento. Los patrones generales de motilidad
espermática en el semen diluido se presentan en un patrón de semi arco largo. El grado de
vigor se utiliza para calificar una muestra (ver Tabla 5)

Tabla 5: Determinación de la puntuación del vigor del movimiento ondulado de los
espermatozoides (Aisen, 2004).
Puntuación

Aspectos del movimiento ondulado

0

Inmovilidad total

1

Movilidad individual

2

Movimiento muy lento

3

Movimiento ondulado general, amplitud lenta de las ondas

4

Movimiento ondulado rápido sin remolinos

5

Movimiento ondulado rápido con remolinos

1.5.2.4. Motilidad progresiva:
Se puede discriminar la motilidad progresiva observando el porcentaje de espermatozoides que
avanzan en forma más o menos rectilínea en el campo microscópico. Los espermatozoides que
giran sobre si mismos pueden estar indicando que sufrieron choque térmico o que el medio no
es isotónico con el semen (Aisen, 2004).
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Varios factores influyen en la motilidad espermática. El diluyente puede alterar un poco la
motilidad, por lo general al incrementar la velocidad de las mediciones. Después de la dilución
inicial, un porcentaje elevado de los espermatozoides puede mostrar un patrón de motilidad
circular, que por lo general se resuelve después de 5 a 10 min en el diluyente. Si hay exceso
de líquidos entre el portaobjetos y la cubierta, parecerá que las células espermáticas reflejan
luz, a medida en que giran en espiral para avanzar hacia adelante. En el caso de menos
liquido, las células quizá parezcan desplazarse

en un patrón bidimensional. Los

espermatozoides con motilidad hiperactiva presentan un patrón de reacción en X. Si los
espermatozoides nadan en movimiento circular estrecho, ello significa que tal vez sufrieron
choque por frío. El movimiento oscilatorio podría definirse como células envejecidas o en
proceso de secarse. Los patrones de motilidad también se correlacionan con infertilidad o
subfertilidad en machos (ver Tabla 6) (Hafez, 2000).
Tabla 6: Patrón de motilidad de espermatozoides de machos subfértiles y esteriles (Hafez,
2000).
Patrones de

Cola espermática

Cabeza espermática

motilidad y

Movimientos y avance
espermáticos

morfología
Circular vibratorio

Oscilación lenta o rápida de un

Inmóvil o vibrante en un

Motilidad sin avance;

lado a otro; vibraciones de

mismo lugar

perpendicular, oblicuo u

diversos tipos y flexión

horizontal en sentido

frecuente; inmovilidad
En sacudidas

Rotatorio

Vibración a alta velocidad

horario o antihorario
Irregular; de avance; sin

Mínimo y errático; avance

rotación

irregular

Ondulaciones de pequeña

Todo el espermatozoide gira

Avance rápido en línea

amplitud pasan por la cola

alrededor de su eje; efecto

recta

de “aceleración” periódica
Cabeza, flagelo o

La amplitud de las ondas

Irregular; de avance;

Orbitas circulares si no hay

ambos asimétricos

caudales es asimétrica a ambos

usualmente no hay rotación

rotación

lados
Espermatozoides

La amplitud de las ondas

Irregular, a menudo con

Perpendicular, oblicuo, rara

con inclusión

caudales es desigual;

sacudidas; rara vez

vez progresivo

citoplasmática

vibraciones rápidas

rotacional

Espermatozoides

Movimiento vibratorio

Lento; avance irregular;

Depende del tipo de

aglutinados

decreciente; movimiento

oscilatorio (balanceo)

aglutinación

vibratorio lento

1.5.2.5. Morfología de los espermatozoides:
El examen morfológico es una prueba de control de calidad. Cada eyaculado contiene una
serie de espermatozoides anormales, pero si su proporción es muy alta, entonces estaremos
ante un semen de baja fertilidad.
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Las anormalidades espermáticas pueden ser primarias originadas en la espermatogénesis;
secundarias durante el paso por el epidídimo y terciarias luego de la eyaculación y manejo
(Aisen, 2004, Evans, 1990)
Existe una correlación positiva entre los espermatozoides con morfología normal y la motilidad
espermática. Aunque todas las eyaculaciones contienen algunos espermatozoides anormales,
cuando hay 20% o más con anormalidad, es necesario cuestionar la fertilidad del carnero. El
semen que contenga más del 15% de anormalidades no debe usarse para inseminación
artificial. La morfología de los espermatozoides se examina mediante tinción de eosinanigrosina, si bien también puede usarse la de Wright y la de Williams. Los portaobjetos teñidos
se examinan con ampliación microscópica alta (400X). Se analizan por lo menos 150
espermatozoides, y los que son anormales se clasifican en cinco categorías:
Categoría 1: Sin cola
Categoría 2: Cabezas anormales
Categoría 3: Formación anormal de la cola
Categoría 4: Formación anormal de la cola con inclusión citoplasmática proximal
Categoría 5: Formaciones anormales de la cola con inclusión distal (Hafez 2000).
Otra forma de clasificar las anormalidades es en primarias, secundarias y terciarias.
1.5.2.5.1. Anormalidades primarias: Significan en general

un

trastorno en la

espermatogénesis y/o en el tejido testicular.
1.5.2.5.1.1. Cabezas piriformes, Cabezas alargadas, Macrocabezas y Microcabezas: Pueden
ser de origen hereditario. Pueden encontrarse en ciertos casos de hipoplasia o degeneración
testicular. El pronóstico solo es favorable en procesos degenerativos reversibles.
1.5.2.5.1.2. Cabezas dobles: su presencia significa lesión en el epitelio germinal del testículo.
1.5.2.5.1.3. Acrosoma nudoso (proliferación acrosómica): es una alteración de carácter
hereditaria. El acrosoma presenta una hinchazón o protuberancia en el borde apical,
mostrándose este más grueso que lo normal. Es decir el acrosóma se presenta dilatado en su
polo anterior con una pequeña ¨vejiga¨.
1.5.2.5.1.4. Acrosoma rugoso: es un disturbio morfológico que impide al espermatozoide
penetrar en la zona pelúcida del óvulo y es el reflejo de una grave aberración nuclear.
1.5.2.5.1.5. Vacuolización del núcleo: este efecto ocurre durante la fase de formación del
acrosóma en la espermatogénesis. La más común de estas vacuolizaciones es el llamado
defecto ¨diadema¨, que son pequeñas invaginaciones nucleares parecidas a cráteres y que se
asemejan a una corona en la zona ecuatorial de los espermatozoides. Esta anormalidad está
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asociada a procesos degenerativos del testículo, puede ser inducida por la administración de
corticoides.
1.5.2.5.2. Anormalidades secundarias: Tienen su origen fuera del parénquima testicular, y
son menos graves que las primarias.
1.5.2.5.2.1. Colas dobladas: son causadas por cambio brusco de temperatura, uso de
diluyentes hipotónicos, masturbación, stress, tratamientos con estrógenos, contaminación con
agua u orina. Pero también pueden ser producidas por trastornos en el epidídimo y en este
caso se encuentran además alto porcentaje de gotas protoplasmáticas distales.
1.5.2.5.2.2. Cabezas normales sueltas: Más del 10 % de cabezas normales sueltas está
relacionado con frotis incorrecto.

1.5.2.5.2.3. Aglutinación de espermatozoides: significa presencia de degeneración testicular
(hay trastornos en la espermatogénesis) (ver Imagen 15)
1.5.2.5.2.4. Alto porcentaje de gotas citoplasmáticas: quiere decir excesivo uso del animal y
falta de reposo sexual.
1.5.2.5.2.5. Espermatozoides sin acrosoma (acrosoma suelto): es un defecto que puede
deberse a manipulaciones incorrectas del eyaculado o por abstinencia sexual prolongada.
1.5.2.5.3. Otras células extrañas en el semen:
1.5.2.5.3.1.

Células

epiteliales:

puede

significar

habitual

uso

del

electroeyaculador,

eventualmente epididimitis, o uretritis, o células de descamación procedentes del saco
prepucial.
1.5.2.5.3.2. Leucocitos: Proceso inflamatorio en algún sector de los conductos del tracto
reproductivo. En la vesiculitis generalmente aparecen muchos leucocitos y un alto porcentaje
de espermatozoides con colas enrolladas. Leucocitos, células gigantes y espermatozoides
maduros; suelen indicar procesos inflamatorios y degenerativos del parénquima testicular. Pero
en los procesos degenerativos generalmente no existen leucocitos lo que facilita un diagnostico
diferencial.
1.5.2.5.3.3. Formas de medusa: se origina en la unión de células epiteliales ciliadas
procedentes del epidídimo. Significan trastorno de éste órgano (Daza, 1994).
1.5.3. Acrosomas y Membrana plasmática:
La observación del estado del acrosoma es uno de los datos más importantes en la
determinación morfológica. Su daño parcial o total en los espermatozoides conlleva a una
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incapacidad para fertilizar. La hinchazón de los espermatozoides

frente a una solución

hiposmótica se evidencia por el enrollamiento de la cola. Este proceso se observa solo en
aquellas células que mantienen integra su membrana plasmática, y se debe a un influjo de
agua que origina una expansión de las membranas. El porcentaje de endosmosis se relaciona
estrechamente con la fertilidad in vitro siendo su valor para el ovino de 0.86.
La integridad de la membrana plasmática resulta de gran importancia al momento de evaluar la
viabilidad del espermatozoide y es el sitio principal de lesiones por congelación. La reducción e
incremento de la temperatura ocasiona daños ultraestructurales y funcionales. Si bien los
daños notorios de las membranas espermáticas pueden evidenciarse a través de porcentaje de
endósmosis (para la membrana plasmática caudal) y del porcentaje de acrosomas normales
(para las membranas acrosómicas). Los cambios más sutiles experimentados luego del
proceso de congelación-descongelación se pueden estudiar a través del uso de fluorocromos y
de la microscopia electrónica (Aisen, 2004; Gordon, 2006).

1.5.4. Evaluaciones bioquímicas:
Existe toda una batería de pruebas bioquímicas que abarca desde las técnicas más sencillas y
con un requerimiento prácticamente nulo de equipamiento a aquellas más sofisticadas y que
permiten evaluar con mayor precisión la capacidad fecundante de un eyaculado. Si bien no se
propone su uso rutinario en la valoración del semen, su conocimiento permitirá orientar la
interconsulta. Debe entenderse como en las pruebas detalladas anteriormente, que un
resultado negativo en una prueba bioquímica puede asociarse con una expectativa de fertilidad
menor o nula, mientras que un resultado positivo no garantiza la misma.
En general, las evaluaciones bioquímicas del semen suelen complementar a las observaciones
microscópicas, fundamentalmente cuando se han detectado algunas anomalías en su
funcionalidad o morfología. En tal sentido, las evaluaciones bioquímicas son de utilidad mas
bien diagnostica a fin de precisar las causas clínicas de la fertilidad alterada. En mucho menor
grado se emplean como herramientas pronosticas acerca de la calidad del eyaculado para la
criopreservación e inseminación artificial

1.5.4.1. pH Seminal:

El pH del semen es en general neutro a levemente alcalino, a fin de contrarrestar la acidez
normal del aparato femenino. Los valores de pH del semen pueden variar dependiendo si es
recién eyaculado o ha sufrido almacenamiento, por lo que existe a veces una importante
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amplitud de rangos normales. En el carnero y el macho cabrío estos valores oscilan entre 6,27,3, llagando incluso a citarse como normal un pH de 7,5.
La determinación del pH es sumamente rápida y fácil de realizar, siendo suficiente a nivel de
rutina el empleo de papel indicador de pH (rango neutro-alcalino). Las modificaciones de pH se
relacionan con la presencia de orina, infecciones, trastornos genitales anatómicos, fisiológicos
o infecciosos y anomalías metabólicas del espermatozoide.

1.6. COLORACIÓN TRIPLE TINCIÓN O COLORACIÓN TRICRÓMICA
Con la técnica de la triple tinción se pueden observar al mismo tiempo espermatozoide
vivos/muertos, estado acrosómico y morfología (Aisen, 2004; Cortés, 1997, y adaptada por
Garde en 1992 a semen ovino) (ver Tabla 7).
El tripán azul se ha de preparar el mismo día de su utilización. El resto de los colorantes son
almacenados a +5°C en nevera por un tiempo no superior a 15 días
Tabla 7: Composición química de los colorantes empleados en la Triple Tinción (Cortés, 1997)

TRIPAN AZUL

ACODILATO
pH 7.2

MARRON BISMARK
pH 2.8

ROSA DE BENGALA
pH 5.3

tripán Azul

0.1

g

BWW (sin BSA)

10.0 ml

Glutaraldehido

12.0 ml

AC. Cacodilato

2.14 g

Agua Ultra pura

88.00 ml

Alcohol Etílico

30.0 ml

Marron Bismark

0.8

Agua Ultra pura

70.0 ml

Tris

1.2

g

Rosa Bengala

0.8

g

Agua Ultra pura

100.00 ml

g

Para la realización de dicha tinción se emplean 200 µl de cada muestra con 200 µl de tripán
Azul 1% en BWW (Ver tabla 8) y se incuban durante 15 minutos a 37°C. Tras el periodo de
incubación se realiza un extendido sobre un portaobjetos desengrasado y precalentado,
dejando secar al aire. Una vez secas al medio ambiente se fijan en una solución de
Glutaraldehido 3% (Ver tabla 9) tamponada con cacodilato sódico al 0.1% M (pH 7.2) durante
30 minutos. Los portaobjetos son lavados con agua destilada y secados

al aire, siendo

introducidos a continuación durante 10 minutos en una solución de marrón Bismark al 0.8% a
+41°C (pH 2.8). Tras un nuevo lavado con agua destilada se deja secar al aire

para pasar a

una solución de Rosa de Bengala al 0.8% (pH 5.3) durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se procede a un nuevo lavado y secado de todas las preparaciones al aire para su posterior
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montaje en Permount. Se contabilizaran un total de 100 espermatozoides clasificados en cuatro
categorías según su vitalidad, y estatus acrosomal dependiendo de su tonalidad: (Cortés,
1997)
Región acrosomal rosa y Post – acrosomal ligeramente marrón:
Espermatozoide vivo con acrosoma intacto (VA).
Región acrosomal y Post – acrosomal ligeramente marrón:
Espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado (VR).
Región acrosomal rosa y Post – acrosomal marrón oscuro:
Espermatozoide muerto con acrosoma intacto (MA).
Región acrosomal y Post – acrosomal marrón oscuro:
Espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado (MR) (ver Imagen 5) (Cortés,
1997)
Imagen 5: Triple tinción de Tripán (Cortés, 1997)

Las enzimas del acrosoma son importantes para la penetración del espermatozoide en la zona
pelúcida durante la fertilización del ovulo; la motilidad y él % de acrosomas intactos de semen
congelado – descongelado son consideradas un medidor de la viabilidad de las células
espermáticas.

26

El glutaraldehido buferado y la solución formolada salina bufferada se han registrado como
buenos fijadores

en la evaluación de la morfología

del esperma bovino. La solución de

glutaraldehido bufferado resulta satisfactoria en la evaluación del esperma bovino por el
porcentaje de acrosomas intactos. La correlación entre el porcentaje de acrosomas intactos de
las muestras sin un fijador y el porcentaje en la post- incubación de la motilidad progresiva y
rata de motilidad fue de 0.65 y 0.46 respectivamente en bovinos. (Richardson, et al 1992)

Tabla 8: Composición química del medio BWW (Biggers, Whitten y Whittingham). (Cortés,
1997)

NaCl

94,59 nm

KCl

4,78 nm

Lactato de Ca5H2O

1,71 nm

KH2PO4

1,19 nm

MgSO4’7H2O

1,19 nm

NaHCO3

25,07 nm

Piruvato de Na

0,25 nm

Lactato de Na

21,58 nm

Glucosa

5,56 nm

Tabla 9: Preparación de la solución fijadora (Cortés, 1997)
Glutaraldehido 25%

8 ml

BL -1

92 ml

BL – 1
Bicarbonato de sodio

0.2 g

Citrato de sodio dihidratado

0.1 g

Glucosa

2.9 g

Agua destilada

100 ml

27

1.7. CONSERVACIÓN DEL SEMEN

1.7.1. Diluyente:
El esperma eyaculado no sobrevive durante largos períodos, a menos que se hayan añadido
agentes protectores. Tradicionalmente, los diluyentes que se han utilizado para tal fin deben:
a) Proteger contra los efectos dañinos de los cambios térmicos (especialmente en las
membranas con sustancias crioprotectoras penetrantes y no penetrantes)
b) Proporcionar nutrientes como fuentes de energía
c) Proporcionar un medio de amortiguación de pH, compensando la producción de acido
láctico durante la congelación
d) Mantener una presión osmótica adecuada
e) Mantener un equilibrio electrolítico
f)

Aumentar el volumen del eyaculado, a fin de permitir

múltiples dosis para inseminar

(Evans, 1990; Aisen, 2004)

Para conservar el pH óptimo de los diluyentes, se utilizan soluciones tampones como son:
citrato, fosfato y bicarbonato sódico; aunque los estudios demuestran que los compuestos
amido-orgánicos como el BES, TES, TRIS, HEPES y MES tienen mayor capacidad
estabilizadora. (Cortés, 1997)
Los elementos que se utilizan para la preparación de un diluyente deben ser químicamente
puros y disolverse en agua destilada. (Daza, 1994).
1.7.1.1. Leche: La leche es un producto que se utiliza como diluyente ya que proporciona un
medio isotónico, mantiene la viabilidad espermática y su uso se difundió inicialmente en el
semen bovino, en ovino se utiliza para semen fresco y refrigerado ya que se han tenido
resultados variables en la congelación.
1.7.1.1.1. Composición de la leche:
La lactosa es el carbohidrato característico de la leche. Es un disacárido compuesto por
glucosa y galactosa.
La materia grasa está constituida fundamentalmente por triglicéridos muy distintos que forman
una mezcla compleja; la leche también contiene pequeñas cantidades de otros lípidos, como
fosfolipidos, colesterol, ácidos grasos libres y digliceridos.
Alrededor de las cuatro quintas partes de las proteínas de la leche son caseínas que a su vez,
están constituidas por una mezcla de aproximadamente 10 proteínas diferentes. El resto
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corresponde esencialmente a las llamadas proteínas del suero y además hay algunas otras
proteínas minoritarias, como las enzimas.
Los minerales no equivalen exactamente al contenido de sales. Los principales son K, Na, Mg,
Cl y fosfato. La leche contiene muchos otros elementos en cantidades traza (Walstra et al,
2001).
1.7.1.2. Yema de Huevo: Su acción consiste en proteger a los espermatozoides contra el
choque térmico por frío, además la fracción lipídica de la yema de huevo (lecitina y cefalina)
tiene una acción protectora, y la fracción lipoproteica, un efecto conservador. (Daza, 1994).
1.7.1.2.1. Composición de la yema de huevo:
En las tablas 10 y 11 viene expuesta la composición de la yema del huevo. Tanto desde el
punto de vista químico como desde una perspectiva funcional, las proteínas y los lípidos de la
yema deben ser considerados de forma conjunta.
Tabla 10: Composición de la yema de huevo de gallina (en porcentaje de materia seca).
(Sauveur, 1991).
Glucosa libre

0,4

Minerales

2,1

Vitaminas

1,5

Lípidos

63

Proteínas

33

Livetinas

4 a 10

Fosvitina

5a6

Vitelina

4 a 15

Vitelenina

8a9

Tabla 11: Cantidades absolutas de proteínas y de lípidos en la yema de un huevo de gallina de
60 g. (Sauveur, 1991).

Proteinas: 3,2 g de las cuales:

Lipidos: 6,4 g de las cuales:

Livetinas (hidrosolubles)

0,4 a 1,0

Trigleridos

4,1

Fosovitina

0,5

Fosfolipidos

1,9

Vitelina (en HDL)

0,4 a 1,5

Colesterol

0,25

Viteina (en LDL)

0,9

Vitaminas y pigmentos

0,13
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En efecto, la yema es una fuente de lípidos fácilmente dispersables en el agua, y que permiten
la emulsión de otras sustancias. Estas propiedades se deben al alto contenido en fosfolípidos y
al importante hecho de que todos los lípidos (incluidos los triglicéridos) están asociados a dos
proteínas, al menos: la vitelina y la vitelinina.
Por medio de la centrifugación pueden separarse en tres fracciones los constituyentes de la
yema:
a) Una fracción lipoproteica de baja densidad (lipovitelina de baja densidad) que contiene
un 90% de lípidos; de ellos, la casi totalidad de los triglicéridos. Esta fracción
representa, aproximadamente, dos tercios de la materia seca de la yema.
b) Una fracción de mayor densidad que sedimenta una forma de gránulos. Supone el 23%
de la materia seca total. Contiene la totalidad de la fosfovitina asi como las lipovitelinas
de alta densidad (lipoproteínas). Estas últimas contienen un 18% de lípidos repartidos,
casi por igual, entre triglicéridos y fosfolipidos.
c) Una fracción de proteínas solubles que contiene, principalmente, las livetinas y algunas
trazas de otras proteínas séricas.

Los lípidos de la yema están representados en un 65-70% por grasas neutras (triglicéridos) y
en un 2-30% por fosfolipidos, de los cuales tres cuartas partes están basados en fofatidilcolina
(Sauveur, 1991).

La yema de huevo se utiliza como agente protector de la membrana plasmática y acrosómica
del espermatozoide y actúa como amortiguador osmótico. La protección que ejerce en la
congelación se da por la adhesión a la membrana plasmática, especialmente dada por la
fracción lipoproteica de baja densidad. Pero la utilización de la yema de huevo representa un
potencial riesgo de contaminación microbiológico para ser

utilizado como diluyente, esta

contaminación puede ser evitada con el uso de la yema de huevo en polvo la cual reduce los
agentes contaminantes y patógenos, la formula de YYP – 001 es un producto de yema con un
nivel de sólidos de 44.45% antes de la pulverización, con una variación de (+/-)1% del nivel de
sólidos, este producto conserva todas las características fisicoquímicas, está libre de
membranas de las yemas y las chalazas presentes en la albúmina de los huevos y libre de
Salmonella (ver Tabla 12).) (Jiménez, M. et al. 2004; Tobar, 2005).
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Tabla 12: Análisis microbiológico de la yema de huevo pasteurizada y pulverizada (Tobar,
2005).
Parámetro

Resultado

Aerobios Mesófilos

< 2000 UFC/gr

Coliformes totales

<10 UFC/gr

Hongos y levaduras

<10 UFC/gr

Escherichia coli

<10 UFC/gr

Staphylococcus aureus

<100 UFC/gr

Salmonella spp

NEG

Bacilus cereus

<50 UFC/gr

La yema de huevo en polvo puede ser una alternativa segura en comparación con la yema de
huevo fresca, debido a que por ser pasteurizada ofrece una mayor duración de sus
componentes, pero no es una garantía suficiente en cuanto al control del crecimiento
microbiológico. Adicionalmente

las altas temperaturas requeridas para la pasteurización

pueden inducir modificaciones bioquímicas en las proteínas del huevo, lo cual induce
coagulación o sedimentación de las lipoproteínas contenidas en la yema. Pero estas
modificaciones no necesariamente afectan la calidad del esperma después de la congelación.
(Landfeld et al. 2002; Jiménez, M. et al. 2004).

1.7.1.3. Citratos, fosfatos, Fructosa, Glucosa: Son nutrientes para el espermatozoide y
favorecen la anabiosis (acto de revivir después de una muerte aparente).
1.7.1.4. Tris (Hidroximetil-aminometano): Es una sustancia química con gran capacidad
tamponante para proteger a los espermatozoides de las variaciones de pH y facilitar la
conservación de la vitalidad.
1.7.1.5. Glicerol (Glicerina): Tiene acción criprotectora. Este protege a los espermatozoides
durante el proceso de refrigeración, congelación y descongelación.
1.7.1.6. Penicilina y Dihidroestreptomicina: para congelación de semen se adiciona 1000 UI/ml
de Penicilina G sódica, o cristalina (no la potásica que es tóxica), y 1 mg/ml de
Dihidroestreptomicina. En esta proporción estos antibióticos tienen efecto bacterióstatico, es
decir, inhiben el crecimiento bacteriano. Además aseguran una mayor y mejor supervivencia de
los espermatozoides y aumentan la fertilidad. (Daza, 1994)
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1.8. DILUCIÓN DEL SEMEN

La dilución del semen se debe hacer tan pronto como se pueda una vez recolectado y
analizado de forma rutinaria. Tanto el semen como el diluyente se colocan en baño maría a
30°C para que en el momento de la dilución tengan la misma temperatura. El diluyente se debe
colocar en el baño antes que el semen. La adición de diluyente frío al semen puede ocasionar
el shock por el frío con la consiguiente reducción de la fertilidad. Para la dilución se debe
utilizar una pipeta calibrada seca y estéril. La dilución se realiza pipeteando una cantidad
adecuada de diluyente (depende del grado de dilución) y adicionándola lentamente al
recipiente donde se encuentre el semen, nunca al contrario, ya que pueden alterarse los
espermatozoides con lo que se reduciría su motilidad. Después de adicionar el diluyente se
agita todo convenientemente y se examina al microscopio para comprobar la motilidad de los
espermatozoides.
1.8.1. Grado de dilución: Antes de proceder a la dilución del semen de carnero se debe
determinar el número de espermatozoides y volumen requerido para la inseminación.
1.8.2. Volumen de inseminación: Puede variar ligeramente dentro de ciertos límites. El límite
inferior viene determinado por el volumen mínimo que se puede manejar convenientemente y
con cierta seguridad. El límite superior está determinado por la capacidad del órgano o lugar de
la inseminación para retener el semen.
Los volúmenes recomendados para inseminación son los siguientes:
Para inseminación vaginal

0,30-0,50 ml

Para inseminación cervical

0,05-0,20 ml

Para inseminación intrauterina

0,05-0,10 ml (por cada cuerno). (Salamon, 1990)

1.8.3. Número de espermatozoides en el inseminado: Como norma general se necesitan
menos espermatozoides para la inseminación uterina que para la cervical y menos para ésta
que para la vaginal. Independientemente del lugar de la inseminación, el número de
espermatozoides móviles afecta la fertilidad. El límite mínimo de seguridad en cuanto al
número de espermatozoides móviles por volumen de inseminado se encuentran en la siguiente
tabla:
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Tabla 13: Número mínimo de seguridad de espermatozoides móviles en el inseminado para
practicar la inseminación en lugares diferentes (número expresado en millones) ( Salamon,
1990).

TIPO DE SEMEN
Líquido-

Fresco

conservado

Congelado

Inseminación cervical

100

150

180

Inseminación intrauterina

20

20

20

vía laparoscopia
(total en ambos cuernos)

La dilución que se puede hacer del semen depende de la concentración de espermatozoides
activos en la muestra y del número de dosis de inseminación que se precisen una vez diluido.
Las muestras de semen de buena concentración y motilidad (puntuación 4-5) se diluyen
normalmente: 1 parte de semen + 1 parte de diluyente (dilución 2 veces), 1 + 2 (dilución 3
veces), ó 1 + 3 (dilución 4 veces), para utilizarlas en inseminación cervical. (Salamon, 1990)

1.8.4. DILUYENTES PARA UTILIZAR EN SEMEN FRESCO
Los diluyentes sintéticos más utilizados para IA vaginal o cervical, tienen como amortiguador el
tris o el citrato, glucosa o fructosa como fuente de energía y yema de huevo (ver Tabla 14). El
diluyente y el semen deben encontrarse a la misma temperatura (30◦C) cuando se realiza la
dilución. La adición del diluyente al semen reduce el choque a los espermatozoides. Nunca
debe agregarse semen al diluyente. La mezcla debe mezclarse con suavidad, y a continuación
se evalúa el semen después de diluirse para confirmar la viabilidad de los espermatozoides
(Hafez, 2002).
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Tabla 14: Composición de los diluyentes para utilizar en semen fresco. (Salamon, 1990; Daza,
1997; Hafez, 2002).
Diluyente yema de huevo - tris – fructosa
Tris (hidroximetil aminometano) (g)

3.634

Fructosa (g)

0.50

Acido cítrico (monohidrato) (g)

1.99

Yema de huevo (ml)

2.5

Agua destilada en vidrio c.s.p.

100 ml

Diluyente yema de huevo – glucosa – citrato
Citrato sódico (2H2O) (g)

2.37

Glucosa (g)

0.80

Yema de huevo (ml)

2.5

Agua destilada en vidrio c.s.p.

100ml

Para la inseminación artificial intrauterina (quirúrgica laparoscópica), se recomienda utilizar
como diluyente, a fin de aumentar el volumen real de semen fresco, solución salina de fosfato
tamponada (PBS), con antibióticos. Comercialmente se encuentra el Dulbecco PBS, a la que
se recomienda adicionar 1000 UI de penicilina G sódica y 1 mg de sulfato de estreptomicina
por ml de solución.
En campo el diluyente de semen mas fácilmente asequible es la leche de vaca, que se puede
utilizar completa, descremada o en polvo, esta debe ser calentada a 92 – 95º C en baño de
agua durante 8 – 10 minutos para inactivar los factores tóxicos de la fracción proteica. No
Hervir. Luego se deja enfriar a 30ºC para ser utilizado como diluyente y se recomienda eliminar
la nata de la superficie.
Nota: hay que tener muy buenas prácticas de higiene y manejo (Aisen, 2004, Evans, 1990)

1.8.5. CONSERVACIÓN DEL SEMEN DURANTE CORTO TIEMPO (REFRIGERACION)
El objetivo de refrigerar el semen previamente a su siembra es reducir el metabolismo
energético de los espermatozoides, prolongando así su viabilidad y capacidad fecundante en el
tiempo.
Este método consiste en enfriar semen diluido desde 30ºC a 15ºC., más frecuentemente a 5ºC,
manteniéndolo así

hasta ser utilizado. Los diluyentes pueden ser yema de huevo- tris-

fructosa, yema de huevo – glucosa –citrato o leche de vaca. Estos diluyentes proporcionan
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protección para el shock frío. Para evitar el crecimiento microbiano se debe adicionar 1000 UI
de penicilina sódica y 1 mg de sulfato de estreptomicina por ml de diluyente.
Para el enfriamiento, el semen se debe pipetear en viales de vidrio o plástico limpios y estériles
manteniéndolos en baño María a 30ºC, se coloca el semen en pajuelas de plástico de 0.25 ml o
6

de 0.50 ml con una dosis de 100 a 400 x 10 espermatozoides. El descenso de temperatura a
15 ó 5 °C se hace gradual y puede demorar entre 2 y 3 horas respectivamente, teniendo
especial cuidado entre los 18 a 5ºC ya que son más sensibles a shock por frío. La motilidad de
los espermatozoides (examinados en muestras precalentadas a 37 ºC) se puede mantener
varios días a 5 ºC. Sin embargo, la fertilidad del semen de carnero, utilizado para inseminación
cervical, declina a un ritmo de 10-35%, por día de almacenamiento. El periodo máximo de
conservación, para obtener un grado aceptable de fertilidad por inseminación cervical para los
ovinos es de 24 horas y para inseminación intrauterina (laparoscopia) el semen se puede
utilizar hasta 6 días después de conservado. (Evans,1990).

1.8.6. CONSERVACIÓN DEL SEMEN CONGELADO
1.8.6.1. Crioprotectores:
Son moléculas de características bien definidas en cuanto a tamaño y permeabilidad, que
protegen

las estructuras celulares a bajas temperaturas. Los crioprotectores pueden

clasificarse atendiendo el grado de permeabilidad de la membrana plasmática.
1.8.6.1.1. Crioprotectores no penetrantes: Son aquellos que recubren la membrana plasmática
del espermatozoide protegiendo su estructura de la acción del frio. Ninguna atraviesa la
membrana espermática debido a su alto peso molecular; los más utilizados son los azucares
(glucosa, lactosa, fructosa), las proteínas de la leche descremada y la yema de huevo. (Evans,
1990; Salamon 1990).
1.8.6.1.2 Crioprotectores penetrantes: Son aquellos capaces de penetrar en la célula de forma
uniforme evitando el estrés osmótico, donde se produce un cambio físico del estado líquido al
estado sólido, el principio básico es evitar daños por la formación de cristales de hielo
intracelular. El primer cambio se produce al congelar el agua libre intracelular y el segundo se
debe a la exposición de las células no congeladas a altas concentraciones de solutos, durante
la Criopreservación.

Los agentes crioprotectores más utilizados son Dimetil – Sulfoxido

(DMSO), Propilen- glicol, Etilen- glicol, Metanol, Etanol y el glicerol. (Salamon, 1990; Gallego S;
Gordon, 2006)
La protección del glicerol se debe a las propiedades coligativas y a la unión con las moléculas
de agua, atravesando rápidamente la membrana plasmática del espermatozoide, impidiendo el
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crecimiento de los cristales de hielo; debido a la acción toxica del glicerol, se ha reducido la
concentración para el congelamiento de semen ovino a 4–8% (Aisen, 2004).
El nivel de glicerol incluido en los diluyentes para la congelación de semen ovino es limitado
debido a su toxicidad. La cual depende de la rata de enfriamiento y congelación, la
composición del diluyente y el método de adición del glicerol. La adición de glicerol a 5°C
resulta mejor para la supervivencia de los espermatozoides a la adición de 30°C aunque la
diferencia es mínima. La rata de supervivencia mínima para los espermatozoides resulta en la
adición de glicerol a 30°C con un límite toxico de 4% de glicerol y una larga exposición de los
espermatozoides al glicerol, debido a que la permeabilidad es mayor a altas temperaturas y
resulta más toxico para los espermatozoides. (Anel, L; et al, 2003)
1.8.6.2. Criopreservación:
Cuando el semen se congela y conserva a muy baja temperatura (-196ºC), las reacciones
metabólicas de los espermatozoides quedan detenidas. De esta forma se puede disponer de
material genético para el futuro y asegura semen en cualquier época del año.
El semen de carnero y macho cabrio se puede congelar lentamente (método convencional) o
muy rápido bien en vapores de nitrógeno liquido

o en bloques de hielo seco (dióxido de

carbono sólido a -79ºC), pero este suele congelarse por método de bloques o pastillas, que
tiene la ventaja de ser muy simple, fácil manejar los bloques congelados y buena recuperación
de las características de los espermatozoides después de descongelar (Evans,

1990).

Adicionalmente se requiere una menor cantidad de nitrógeno en el termo criogénico para su
conservación. No existen diferencias en la congelación lograda con hielo seco (-78,8 °C) y el
nitrógeno líquido (-196 °C), ya que a partir de -50 °C, cesan los daños causados por la
congelación (Fernández Abella, 1995).
La dilución del semen para congelamiento se puede hacer en uno o dos pasos, en el sistema
de un solo paso el semen se lleva a la dilución final de pre – congelación a 30ºC con un
diluyente que contenga glicerol y luego se enfría a 5ºC durante 1.5 -2.0 horas en refrigerador
doméstico o cámara; en el sistema de dos pasos, el semen se diluye a 30ºC, inmediatamente
luego de ser recogido, se hace una dilución hasta la mitad con un diluyente que no contenga
glicerol y después de enfriado durante 1.5 – 2.0 horas a 5ºC se hace la dilución definitiva con
un diluyente provisto de glicerol; se prefiere el de un solo paso por su simplicidad y menor
manejo del semen antes de la congelación, ya que los daños ocurren principalmente durante
los procesos de congelación -

descongelación (entre -15 a -60ºC) y

almacenamiento en nitrógeno liquido (Evans, 1990).

36

no durante el

1.8.6.2.1. Diluyentes para criopreservación:
Los diluyentes para congelar el semen de carnero deben estar tamponados contra los cambios
de pH y tonicidad y contener una fuente de energía. Además deben contener una sustancia
(normalmente yema de huevo) para proteger la membrana celular durante el enfriamiento a 5
ºC y un agente crioprotector (normalmente glicerol) para evitar lesiones de la membrana
durante la congelación. (Evans, 1990)
1.8.6.2.1.1. Diluyente de COLAS.
Para preparar medio litro (500 cc) de diluyente, se requiere:
Agua bidestilada

450 ml, llevarla a 60 °C.

Leche descremada en polvo

50 g

Diluir la leche en polvo en el agua bidestilada a 30 ° C, llevar al baño maría durante un cuarto
de hora, y luego llevar a 30 °C.
Agregar, justo antes de la utilización:
Penicilina

500.000 UI

Estreptomicina

0,5 g

(Lacroix, M, 1976)

De esta manera se utiliza para refrigeración.
Para criopreservación se utiliza la técnica agregando el diluyente en dos pasos:
Una primera dilución se realiza a 31 ° C en lactosa y yema de huevo, y luego de un período
de equilibrio a 4 °C (90 a 120 minutos) se agrega el segundo diluyente a base de leche
descremada y glicerol (en dos o tres fracciones cada 10-20 minutos). Luego de otro período de
equilibrio de una a dos horas se realiza la congelación. La dosis final es de 160 a 200 millones
de espermatozoides/ml, lo que determina 40 a 50 millones de espermatozoides por dosis, en
pajillas de 0,25 ml.
La lactosa-yema de huevo (diluyente 1) más el eyaculado deben

ser las 3/5 partes del

volumen final, mientras que 2/5 restantes se completa con el diluyente leche descremadaglicerol (diluyente 2).
a. El diluyente 1 se prepara de la siguiente manera:
20 ml solución de lactosa + 5 ml yema de huevo
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La solución de lactosa se prepara diluyendo 5,2 g de lactosa en 50 ml de agua destilada.
b. El diluyente 2 se prepara de la siguiente manera:
50 ml de leche descremada + 2 g leche en polvo + 0,5 ml de solución de citrato de sodio (20 g
citrato de sodio en 70 ml de agua destilada). Se toma el volumen requerido de esta solución y
se le agrega 11 % de glicerol (Ej.: 9 ml solución + 1 ml glicerol). La leche descremada se
prepara disolviendo 10 g de la misma en 90 ml de agua destilada, llevando a ebullición al baño
maría 15-20 minutos, se deja enfriar y se agrega 100.000 UI penicilina y 0,1 g estreptomicina.
Se puede conservar en refrigeración 3-4 días.
Es una técnica más laboriosa por realizarse en dos pasos, y se recomienda en los casos en
que la congelación con TRIS no proporcione buenos resultados (eyaculados de difícil
congelación). (Fernández-Abella, D, 1995)
Como fórmula de trabajo, se puede manejar la siguiente:
D1+ S = 3/5 VF
5.2 de Lactosa + 50 ml de agua destilada + 14 ml yema de huevo
4 partes de la solución por una de yema de huevo
D2 = 2/5 VF
9 partes de leche + 1 de glicerol
Antibióticos: 100 000 U.I. penicilina + 0.1 mg de estreptomicina (50ul)/100 ml de leche.
Donde D1 y D” corresponden a diluyente 1 y diluyente 2: S es semen y VF es el volumen final a
preparar, dependiente de las características del eyaculado a utilizar.

1.8.6.2.1.2. Diluyente DE SALAMON
En la preparación del diluyente se mezcla agua destilada 65 ml con la glucosa, ácido cítrico y el
tris, luego se adiciona glicerol y la yema de huevo y por ultimo penicilina sódica 1000UI, 1 mg
de sulfato de estreptomicina, por ml de diluyente.
Se hace una dilución en medio base de Tris, no hay que exceder la concentración tolerada del
20% de yema de huevo y no es necesario retirar el plasma seminal antes de la dilución.
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Solución Madre:
TRIS 4.5g + Glucosa 0.67g +Ac. Cítrico 2.7 g + 100ml agua destilada
D: SM 80 ml + yema de huevo 15 ml + glicerol 5ml
Antibiótico: 100000 U.I. penicilina + 0.1 mg de estreptomicina (50ul)/100 ml de SM (Salamon,
1990)
En ovinos, Fernández Abella reporta, al comparar diluyentes y formas de empaque, in vitro e in
vivo evaluando tasa de preñez mediante inseminación intrauterina, que el TRIS conserva la
motilidad y la fertilidad tanto en pajillas como en pellets, al igual que el diluyente de Colas en
pajillas. Este último, en pellets, muestra calidad inferior (Fernández Abella y col, 1995)
En caprinos se ha comparado el uso de diluyentes a base de TRIS-glucosa y de leche
descremada para criopreservación seminal, comparando luego los parámetros de motilidad,
morfología e integridad acrosómica,

mediante un sistema automatizado y coloraciones

Spermac, y Diff-Quik®, y las tasas de preñez obtenidas mediante inseminación cervical. El
proceso de criopreservación mostró un efecto marcado sobre la cinética y las características
del acrosoma. El diluyente TRIS mostró una mejor conservación de la motilidad, velocidad y
amplitud del movimiento lateral de la cabeza después de la descongelación. El porcentaje de
acrosomas intactos fue mayor en las muestras diluidas con leche. En las dosis de
inseminación, los parámetros de cinética espermática eran superiores en los espermatozoides
diluidos con TRIS. Se concluyó que los parámetros de motilidad y de integridad acrosómica
después de 1 h de incubación fueron aceptables empleando ambos diluyentes. El TRIS mostró
un mejor comportamiento in vitro, aunque estas diferencias

no fueron reflejadas en los

resultados de fertilidad. Las tasas de preñez obtenidas fueron mayores con el semen diluido en
leche que con el diluido en TRIS (52.4% versus 42.9%) (Dorado, J et al, 2007).
1.8.6.3. Congelación del semen en pajillas:
1.8.6.3.1. Fraccionamiento del semen en pajillas: Las pajillas, el polvo de alcohol polivinílico y
todos los materiales que se vayan a utilizar en el empacado de las pajillas debes estar en la
nevera con anterioridad. Se debe homogenizar muy bien el semen diluido antes de proceder al
llenado de las pajillas. Las pajillas se cargan pipeteando las dosis seminales a través del tapón
triple (algodón - alcohol polivinílico - algodón), sumergiendo el extremo sin tapón en el semen.
Para proceder al llenado de las pajillas se les toma del extremo con tapón (para no transmitir el
calor de la mano al semen). Se secan con papel absorbente, se crea un vacío en el extremo sin
tapón y se sella dicho extremo con golpes suaves y perpendiculares sobre una placa que
contenga el polvo de alcohol polivinílico. Inmediatamente se sumergen en un recipiente con
agua a 5°C para que gelifique y selle el tapón recientemente formado.
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Es importante que esta operación se lleve a cabo con rapidez y a baja temperatura por lo que
se recomienda realizar la manipulación en el interior de la nevera o en un ambiente a baja
temperatura.
Cuando se vayan a congelar pajillas se debe dejar un pequeño espacio de aire en ellas (en el
extremo por donde se llena) para evitar que se rompan al congelarlas. Las pajillas que
contenga semen líquido, en un solo paso se enfrían a 5°C en 1,5-2,0 horas y luego se
congelan. El semen diluido en dos etapas, se coloca en pajuelas premarcadas, después de
enfriadas a 5°C y de haber hecho la segunda dilución, se mantiene a esa temperatura durante
1,0-1,5 horas, para que exista equilibrio entre el semen y el glicerol, y luego se congelan.
(Evans, 1990)
1.8.6.3.2. Congelamiento en vapores de nitrógeno líquido: Será necesario una caja de icopor
con tapa, de aproximadamente 39 cm de largo por 34 cm de ancho por 25 cm de altura. Se
vuelca nitrógeno líquido en la caja hasta 6 cm respecto del fondo. Luego de secar las pajillas se
colocan en un marco de aluminio apoyando solo sus extremos y cuidando que no se toquen
entre sí, el cual se ubica en el nivel 1 de la caja (a 20 cm de altura con respecto al fondo de la
caja), y se tapa por 2 minutos. Luego se destapa y se ubica el marco con las pajillas en el nivel
2 de la caja (a 9 cm de altura con respecto al fondo de la caja), y se tapa por 3 minutos.
Completado éste tiempo las pajillas se vuelcan directamente en el nitrógeno y se almacenan en
portapajillas en un termo de nitrógeno líquido. (INTA, 1993)
Algunas de las ventajas de la conservación del semen por congelación a -196°C en Nitrógeno
líquido son:
a) Facilita almacenar y conservar el semen durante muchos años, para usarlo antes y después
de fallecido el reproductor.
b) Facilita trasportarlo (dentro de un país o a otro continente).
Es importante tener en cuenta las siguientes precauciones durante la manipulación del semen:
a) Proteger la muestra contra el choque térmico.
b) No exponer el semen a productos químicos nocivos o al agua.
c) Evitar la exposición al aire, luz u otras irradiaciones.
d) No agitar la muestra. (Daza, 1994)
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1.9. DESCONGELACIÓN DEL SEMEN

Durante el proceso de congelación y descongelación, el punto de cambio de estado de sólido a
líquido es un factor importante en la recuperación espermática. Como norma general, cuanto
más rápidamente se congele el semen, más rápidamente se debe descongelar, a fin de
obtener rápida recuperación de los espermatozoides. (Daza, 1994; Evans, 1990)
La mayoría de los investigadores utilizan para el semen congelado en pajillas el método de
inmersión directa en agua a 37°C durante 10-30 segundos. De este modo la dosis llega a una
temperatura intermedia (18-20°C) que favorece la manipulación a temperatura ambiente por
corto tiempo (carga de inyector de semen para IA). (Evans, Salamon, 1990; Fernández Abella,
2005). La pajilla una vez descongelada, se seca y se corta por un extremo (de preferencia el
sellado con polvo de alcohol polivinílico). (Evans, 1990)
Los errores más frecuentes que deben evitarse al descongelar el semen son:
a) Choque térmico: Cuando el semen esté en el nitrógeno líquido siempre está protegido. La
fase más crítica comienza con la descongelación. Si el semen ya se ha descongelado y se
vuelve a congelar se produce el choque térmico. Este choque provoca daño no reparable para
el semen, ya que con ello las membranas espermáticas son destruidas y por consiguiente los
espermatozoides.
b) Creencias en la duración de vida larga del semen después de ser descongelado: El semen
descongelado no es solo sensible a cambios de temperatura, sino que al descongelarse gasta
energía. Por eso nunca se deben descongelar varias dosis a la vez, puesto que el semen que
se utiliza de último tendrá un gasto de energía innecesario y peligra el buen rendimiento de una
inseminación artificial. (Daza, 1994)

1.9.1. Control del semen después de la congelación-descongelación:
Es de importancia capital asegurar la calidad del semen después de congelado y
descongelado, con el fin de conocer la posible capacidad fertilización. Con la fertilidad del
semen se han relacionado varios parámetros como la motilidad, viabilidad, ultra estructura y
cambios bioquímicos de los espermatozoides después de la descongelación
1.9.1.1. Motilidad y viabilidad de los espermatozoides: La determinación de la motilidad de los
espermatozoides es el análisis más simple para asegurar la calidad del semen congeladodescongelado y es el ensayo más utilizado. El análisis se hace en un porta a 37 °C, provisto de
cubre, inmediatamente descongelado el semen.
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Para obtener un patrón de viabilidad de los espermatozoides, los análisis de motilidad se
deberán hacer a intervalos de 1 a 2 horas. Para las pruebas de viabilidad se recomienda la
incubación del semen a 37°C. Los eyaculados de carneros solamente se pueden considerar
adecuados para su conservación y uso en la inseminación si el porcentaje de espermatozoides
que se mueven hacia adelante no es menor del 40% al descongelarlos, y del 30% después de
5-6 horas de incubación.
1.9.1.2. Integridad del acrosoma: La lesión acrosomal se puede presentar durante el
enfriamiento a 5°C, aunque lo más normal es que se produzca durante la congelación. La
proporción de espermatozoides con acrosomas lesionados varía con el método de congelación
y descongelación pero no excederá del 70% (Evans, 1990).
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2. METODOLOGÍA

2.1. Localización
El proyecto se llevó a cabo en 2 fincas: La finca Belén del Rio ubicada en Chía Vereda La
Balsa

y La finca Buenos Aires ubicada en Chocontá Vereda de Tilatá Alta. Se utilizó el

laboratorio de la Universidad de La Salle, sede Floresta, el laboratorio de la finca Belén del Río
y un espacio dentro de la casa de la Finca Buenos Aires.
A continuación anotamos el régimen lumínico natural con la variación horas luz/oscuridad
derivada de la latitud correspondiente a la localización geográfica:
Finca Belén de Rio (Chía): 4º50’57.87’’ N - 74º03’55.96’’ W a 2558 msnm
Finca Buenos Aires (Chocontá): 5º04’43.93’’ N – 73º41’02.13’’ W a 2787 msnm

2.2. Población y muestra
Se trabajó con 4 animales cuya ubicación, identificación raza, edad y peso se describe a
continuación:
Carnero
1
2
3
4

Identificación
Finca 1
Gustavo
Fabio
Finca 2
2069
2205

Raza

Edad

Peso (Kg)

Suffolk
Criollo

2 años
1 años y 8 meses

125
110

Dorset
Kathadin

1 año y 2 meses
9 meses

80
39

Se obtuvieron 3 tomas de cada animal en el trascurso de 3 semanas (1 toma en cada finca por
semana). Se realizó 1 toma de semen por animal por día.
2.3. Variables
4 Animales (Raza, Edad, Peso), 2 diluyentes (SALAMON y COLAS), 2 fuentes de yema de
huevo (Yema de huevo en polvo, yema de huevo liquida).
2.4 Análisis Estadístico
Se obtuvo estadística descriptiva en cuanto a concentración, motilidad, vigor y morfología de
los eyaculados.
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Se utilizó un modelo de Bloques Completamente al Azar (CA) en el cual se compara mediante
análisis de Varianza los tratamientos (diluyente de Salamon, diluyente de Colas, yema de
huevo líquida y yema de huevo pasteurizada) respecto a los resultados obtenidos en cuanto a
motilidad y vitalidad obtenidas, así como el estado acrosómico con cada uno de los
tratamientos. A las medias estadísticamente diferentes (P<0.05) se efectuó una prueba no
planeada de Tukey.
4 animales

2 diluyentes

COLAS

Yema de huevo pulverizada
Yema de huevo líquida

SALAMON

Yema de huevo pulverizada
Yema de huevo líquida

3 tomas por animal (1 semanal, 3 semanas)
2 pajillas por tratamiento evaluadas

2.5. Materiales, Métodos y procedimientos
2.5.1 Materiales
2.5.1.1. MATERIAL EMPLEADO PARA LA COLECTA DE SEMEN
Caja de transporte en icopor
Tubos colectores en plástico graduados (15ml) Falcon®
Funda protectora para la vagina artificial en latex y en plástico
Vagina artificial para ovinos
Lubricante gel no espermicida (K/Y®) de Johnson & Johnson

2.5.1.2. MATERIALES EMPLEADOS PARA LA CONSERVACIÓN DEL SEMEN
Pajillas 0.25 ml, IMV
Peines de aspiración, IMV
Rampa horizontal de congelación, IMV

44

Colectores en plástico para la rampa, IMV
Caja en icopor para la congelación
Termo criogénico para almacenamiento de las pajillas
Termocupla para la curva de congelación.
Soporte para la congelación
2.5.1.3. MATERIAL DE LABORATORIO
Vortex
Balanza de precisión
Baño maría
Estufa
Pipeta automática 1000 µml graduable
Pipeta automática de 5 µml graduable
Microscopio óptico
Monitor de Tv
Material fungible de laboratorio: Pipetas Pasteur, vasos de precipitados, probetas,
matraces aforados, termómetros de mercurio -10 a 150°C (B-D), Karter®), laminillas
(Karter®), tubos eppendorf® de 1.5 ml (karter, papel indicador de pH 5-10 (Merck®),
Mechero de vidrio para alcohol, Jeringas desechables 2ml (B-D®), Puntas para pipetas
(Scientific®).
2.5.1.4. MATERIAL QUÍMICO
2.5.1.4.1. Reactivos utilizados en la conservación del semen
Tris hydroxymethyl aminomethano, 77-86-1 x100gr Carlo Erba®
D- Glucosa anhidra, 141341-1210 x500gr Panreac®
Sodio Citrato tribásico dihidratado, 6132-04-3 x1000gr Carlo Erba®
Lactosa 10039-26-6 x1000gr Carlo Erba®
Acido cítrico 1-hidrato, 131018-1210 x500gr Panreac®
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Glicerol al 99.5% x litro Mallincrodt®
Dalipen 3:3®
2.5.1.4.2. Reactivos utilizados en la triple tinción de tripán
Trizma base, T1503 x100gr Sigma®
Cacodilato de sodio trihidratado, C0250 x 25gr Sigma®
Rosa de bengala sodio, R 3877 x 5 gr Sigma®
Bismarck Brown Y, 861111 x25 gr Sigma®
Ethanol Absoluto 200 proof, E 7023 x 500ml Sigma®
Azul de tripán, 11732 x5gr Merck®
Glutaraldehido solución, G 5882 x50ml Sigma ®

2.5.2. Métodos y Procedimientos:
Se trabajaron 4 machos ovinos puros de diferentes razas, propiedad de las fincas Belén del Rio
y Buenos Aires, y de fertilidad comprobada. A cada animal se le realizó un examen
andrológico, donde se examinó el comportamiento del animal solo y en grupo (Imagen 6,7,8),
se evaluó la condición corporal y se realizó un examen genital detallando: estado de prepucio,
pene (Imagen 9), escroto y testículos, y circunferencia escrotal (Imagen 10), según los
protocolos mencionados, esto con el fin de asegurar que estuvieran exentos de anormalidades
o enfermedades, y de estimar que tan cerca estaba la función reproductiva del estándar
general aceptado como normal y para definir cualquier anormalidad que pudiera estar presente.
Imagen 6: Examen físico de los reproductores (Examen individual en corral) (Buitrago y Pérez,
2008)
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Imagen 7: Evaluación de mucosa en ojo (Izquierda) y encía (Derecha), (Buitrago y Pérez,
2008)

Imagen 8: Examen de ganglios preescapulares (Izquierda) y prefemorales (Derecha) (Buitrago
y Pérez, 2008)

Tomadas en las fincas Belén del Rio (Chía) y Buenos Aires (Chocontá).

Imagen 9: Exteriorización del pene (Buitrago y Pérez 2008).

Tomada en la finca Buenos Aires (Choconta)
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Imagen 10: Palpación de escroto, valoración de tamaño testicular, elasticidad testicular,
presencia de anomalías y medición de la Circunferencia escrotal (Figuras Superiores) .
Medición de largo, ancho y espesor testicular (Figuras Inferiores) (Buitrago y Pérez 2008).

Tomadas en las fincas Belén del Rio (Chía) y Buenos Aires (Choconta).

Semanalmente se obtuvieron eyaculados mediante el uso de vagina artificial (Imagen 11), y se
realizó en campo una evaluación de rutina. La recolección se hizo en los corrales bajo techo
en la Finca 1 y en un brete al aire libre en la Finca 2. El protocolo seguido fue el siguiente: Una
vez limpios, libre de pelos y secos los prepucios se armaba la vagina Artificial, la cual era
cargada con agua a 50 ºC para que el interior quedara a 40ºC. Se le agregaba aire a la cámara
de agua de la vagina artificial para crear presión haciendo que la luz de la vagina se estrechará
hasta aproximadamente 1 cm de diámetro. Posteriormente se lubricó la vagina con gel no
espermicida (K/Y) de Johnson & Johnson. Mientras una persona sujetaba la oveja que serviría
de señuelo, otro sujetaba al macho y una última persona sujeta la vagina artificial con su mano
diestra y con la mano libre en el momento de la monta desvía el prepucio hacia la vagina
artificial (Imagen 12). Cuando el macho monta hace un movimiento hacia arriba y hacia
adelante indicando que la eyaculación ha ocurrido, conocido como “golpe de riñón”.
Inmediatamente después del salto, el tubo colector era llevado a un baño maría a 36ºC para
protegerlo de los cambios bruscos de temperatura y se fraccionaba para su respectivo análisis.
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Imagen 11: Diferentes tipos de Vagina Artificial (Buitrago y Pérez, 2008)

Tomada Finca Belén del Rio (Chía)
Imagen 12: Obtención de semen con vagina Artificial y un animal señuelo (Buitrago y Pérez,
2008).

Tomada Finca Belén del Rio (Chía)
El protocolo seguido para la evaluación de cada muestra de semen se dividió en 3 partes: 1.
Examen macroscópico: donde se examinó volumen, pH (Imagen 13), color, consistencia y
motilidad en masa macroscópica; 2. Examen microscópico: se determinó la concentración
espermática por medio de la cámara de NeuBauer, se evaluó la motilidad en masa
microscópica, motilidad individual y motilidad progresiva. 3. Análisis de morfología y estado
acrosómico de los espermatozoides: Se realizó un extendido de cada muestra para colocar la
primera parte de la coloración que era el azul de Tripán y posteriormente, una vez secos los
extendidos, se siguió con el protocolo de tinción.
Imagen 13: Medición de pH (Buitrago y Pérez, 2008)

Paralelamente, una vez conocida

la concentración de espermatozoides por muestra, los

eyaculados fueron fraccionados para ser procesados con dos diluyentes y dos fuentes de
yema de huevo

cada uno: Colas y Salamon,

con yema de huevo fresca y pulverizada

pasteurizada, de acuerdo a los protocolos estipulados para cada uno en el marco teórico. La

49

dilución de las muestras se realizó teniendo en cuenta el número de espermatozoides y la
dosis de inseminación (Salamon, 1990). Los diluyentes fueron preparados la tarde del día
anterior al de su utilización y se mantuvieron en nevera a 5°C (Gallego, S.) sin haber agregado
la fracción correspondiente de glicerol, la cual se agregó minutos antes de su uso también a 5
°C. La yema de huevo líquida se obtuvo de huevos de campo de 2-3 días de postura para
asegurar la frescura y procedencia de los mismos (Gallego, S.; Salamon, 1990). Para la
preparación de la yema de huevo en polvo fue necesario pasarla por un filtro para colecta
semen de equinos 2 veces, para eliminar lo más posible los grumos que caracterizan esta
presentación de yema de huevo. Después de su permanencia a 5 °C, los diluyentes fueron
llevados a una mayor temperatura según lo requería cada diluyente, Salamon a 30 °C y Colas
a 31 °C, hasta ser mezclado con el semen, a partir del momento en el cual comenzaba el
descenso de temperatura según cada protocolo hasta llevarlos a 5 °C. El diluyente de Colas se
agregó en 2 pasos respetando los amplios periodos de equilibrio, agregando primero la fracción
que contenía yema de huevo y segundo la fracción de glicerol; mientras que el diluyente de
Salamon se preparó en 1 solo paso y también se respetó todo el protocolo, agregando todos
los componentes del mismo en una sola mezcla al semen. Estas diluciones se realizaron
utilizando una pipeta calibrada para mayor precisión y durante los periodos de equilibrio a 30°C
y a 5 °C se utilizó una gota de cada una para evaluar motilidad en masa, motilidad individual y
vigor del semen.
Una vez diluido y equilibrado, el semen fue empacado de forma manual en pajillas de 0,25 ml a
una concentración de 80 millones de espermatozoides por mililitro, con la identificación del
ejemplar, la fecha de criopreservación, el diluyente utilizado y tipo de yema de huevo utilizada.
Las pajillas se sellaron con polvo de alcohol polivinílico, y se congelaron sobre vapores de
nitrógeno según el siguiente protocolo: se utilizó una caja de icopor con tapa, de 39 cm de
largo por 34 cm de ancho por 25 cm de altura, se volcó nitrógeno líquido hasta 6 cm respecto
del fondo. Luego de secar las pajillas se colocaban en un marco de aluminio apoyando solo sus
extremos y cuidando que no se tocaran entre sí, el cual se ubicaba el nivel 1 de la caja (a 20
cm de altura con respecto al fondo de la caja), y se tapaba por 2 minutos. Luego se destapaba
la caja y se ubicaba el marco con las pajillas en el nivel 2 de la caja (a 9 cm de altura con
respecto al fondo de la caja), y se tapaba nuevamente por 3 minutos (INTA, 1993). Completado
éste tiempo las pajillas se volcaban directamente en el nitrógeno y se almacenaron en
portapajillas en un termo de nitrógeno líquido. Se almacenaron en termo criogénico, a -196 °C,
48 horas después se descongelaron 2 pajillas por tratamiento por animal con el fin de evaluar
motilidad individual, vitalidad o vigor, morfología y estado acrosómico de los espermatozoides
expuestos a congelación, siguiendo los mismos protocolos usados en la evaluación del semen
fresco.
La descongelación se hizo introduciendo las pajillas por 10-20 segundos en un baño maría a 37
°C. De este modo la dosis llega a una temperatura intermedia (18-20°C) que favorece la

50

manipulación a temperatura ambiente por corto tiempo (Evans, Salamon, 1990; Fernández
Abella, 2005). Al sacar las pajillas del agua eran secadas con servilletas de papel y colocadas
en incubación a 37 °C para fraccionarlas cortando el extremo sellado con polvo de alcohol
polivinílico (Evans, 1990), de cada pajilla se utilizó una gota para evaluación microscópica y
una gota para realizar el extendido para la coloración.
El azul de tripán se preparó el mismo día su utilización y se aplicó a 37 ºC, mientras que el
resto de los colorantes se realizaron 1 vez por semana y se almacenaron a +5°C por máximo
15 días. Se aplicaron siempre 200 µl de tripán Azul a 200 µl de cada muestra diluida a 30 ºC y
también a las muestras descongeladas, precalentadas a 37 º C, utilizando una micropipeta de
precisión. Una vez secos los extendidos se prosiguió a aplicarles los demás colorantes en el
laboratorio de la universidad, primero fueron fijadas en una solución de Glutaraldehido 3%
durante 30 minutos, luego se dejaron 10 minutos en una solución de marrón Bismark al 0.8%
que era precalentada con anterioridad +41 ° C, y por último se les aplicó una solución de Rosa
de Bengala 0.8 % durante 20 minutos. Entre cada coloración se procedió a lavar con agua
destilada los portaobjetos y se dejaron secar al aire. Terminando el proceso de tinción se
realizó el montaje de Permount a los portaobjetos, lo que permite conservar los extendidos de
las muestras.
Para la evaluación de la morfología se observaron 200 espermatozoides por lámina para un
total de 600 espermatozoides teñidos de semen fresco y 600 espermatozoides teñidos de
semen descongelado, lo que da un total de 1200 espermatozoides evaluados por animal, los
cuales se fueron clasificando dentro de

morfologías primarias y secundarias ( Imagen

14,15,16,17,18) (Aisen, 2004; Evans, 1990 y Daza, 1994).
Imagen 14: Determinación de espermatozoides con anormalidades primarias mediante la
utilización de la triple tinción de tripán A) Microcabeza (100x), B) Macrocabeza (100x), C)
Cabeza en forma de mazo (100x), D) Cola enrollada (100x) (Buitrago y Pérez, 2008)
A

B

C

D
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Imagen 15: Determinación de espermatozoides con anormalidades Secundarias mediante la
utilización de la triple tinción de tripán A) Cola doblada (100x), B) Cola partida (100x), (Buitrago
y Pérez, 2008).
A

B

Imagen 16: Determinación de espermatozoides con anormalidades Secundarias mediante la
utilización de la triple tinción de tripán Cabeza Normal suelta (100x) (Buitrago y Pérez, 2008).

Imagen 17: Determinación de espermatozoides con anormalidades Secundarias mediante la
utilización de la triple tinción de tripán, Aglutinación de espermatozoides (100x) (Buitrago y
Pérez, 2008).

Para evaluar el estado del acrosoma, vivos y muertos, también se observaron 200
espermatozoides por lámina, para un total de 600 espermatozoides de semen teñido en fresco
y 600 espermatozoides de semen teñido después de descongelado, esto da un total de 1200
espermatozoides evaluados por animal, y dependiendo de su tonalidad se clasificaron en
cuatro categorías según su vitalidad, y

estatus acrosomal: A. (Espermatozoide vivo con

acrosoma intacto), B. (espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado), B. (espermatozoide
vivo con acrosoma reaccionando), C. (espermatozoide muerto con acrosoma intacto) y D.
(espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado) (Cortés, 1997).
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Previa evaluación andrológica con resultados satisfactorios, se tomaron eyaculados
semanalmente y se evaluaron siguiendo el protocolo estándar de

evaluación del semen

(Aisen, 2004; Daza, 1997; Hafez, 2000; Evans, 1990; Derivaux 1961). Se dice que la única
garantía de la habilidad reproductiva de un carnero es el número y la calidad de su progenie
producida bajo condiciones normales de reproducción, pero además de los criterios genéticos
existen otros factores que se deben considerar al seleccionar los machos para un programa de
IA. Entre estos encontramos el estado de salud (no deben padecer ningún tipo de enfermedad)
y el buen estado de carnes (sin engrasamiento) (Salamon, 1990).
Al evaluar el semen diluido a 30ºC, se obtuvieron resultados satisfactorios en el espermiograma
realizado a los carneros en cada muestreo (Ver Tabla 15). El Carnero 1 obtuvo un pH promedio
de 7.1, un promedio de volumen de 0,8 ml y un movimiento en masa macroscópico siempre
positivo. El Carnero 2 presento un pH promedio de 6.6, un promedio de volumen de 1,6 ml y un
movimiento en masa macroscópico siempre positivo. El Carnero 3 presentó un pH promedio de
6.8, un promedio de volumen de 1,5 ml y un movimiento en masa macroscópico siempre
positivo. El Carnero 4 obtuvo un pH promedio de 7.1, un promedio de volumen de 1,8 ml y un
movimiento en masa macroscópico siempre positivo.
Tabla 15. Resultados obtenidos en espermiograma de semen fresco.

CARNERO 1

CARNERO 2

CARNERO 3

CARNERO 4

Toma 1
Toma 2
Toma 3
Toma 1
Toma 2
Toma 3
Toma 1
Toma 2
Toma 3
Toma 1
Toma 2
Toma 3

COLOR
cremoso espeso
cremoso
cremoso espeso
cremoso
Cremoso
cremoso espeso
cremoso
cremoso
cremoso espeso
lechoso
cremoso
cremoso

pH
7
7.5
7
6
7
7
6,5
7
7
7,5
7
7

VOLUMEN
1 ml
0.5 ml
1 ml
2 ml
1.5 ml
1.5 ml
1,5 ml
1.5 ml
1,5 ml
2 ml
2 ml
1.5 ml

Mov. Masa (+/-)
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

No se encontró diferencia significativa en los resultados (ver anexo 1 y figura 3). El semen de
los 4 carneros cumplió con las características de motilidad individual y vigor de los
espermatozoides requeridos para la criopreservación de las muestras, siendo, motilidad 80%
(con un rango entre el 70% - 90%), morfología normal 80% (con un rango entre el 70% - 90%),
concentración, 4 billones por mililitro (con un rango entre 2 y 5 billones por mililitro) y vitalidad
(movimiento progresivo, rápido y enérgico del espermatozoide, valor 4 o 5) (Mobini 2002,
Aisen 2004).
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Figura 3: Promedio y desviación estándar de Concentración espermática de los carneros
durante el estudio

Los carneros 1 y 4 obtuvieron el mejor promedio (ver anexo 2 y figura 4) tanto en el porcentaje
de motilidad individual como en la calificación del vigor, siendo para el Carnero 1 de 80% y 5
respectivamente, y de 83,3% y 5 para el carnero 4. Los carneros 2 y 3 obtuvieron un promedio
inferior al reportado por las bibliografías como deseables pero no están muy alejados e
igualmente son aceptables, siendo 76,7 % de motilidad individual y 5 puntos de vigor para el
Carnero 2 , y de 73,3 y 4 respectivamente para el Carnero 3. Esto nos da como resultado que
la población presentó una media de motilidad individual del 77,7% y de vigor del 4,7 durante el
proyecto, donde se presentaron variaciones de 7,18% y 0,45 respectivamente.

Las

desviaciones estándar (ver anexo 3 y figura 5) obtenidas para el caso del vigor fueron cero (0)
en todos los carneros y para la motilidad individual fue 10 para el carnero 1 y 5,8 para los
carneros 2, 3 y 4. Lo que muestra la poca variación de los datos respecto a las media arriba
mencionadas, estadísticamente no se encontró diferencias significativas entre las media de
motilidad individual y vigor del semen evaluado en fresco.
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Figura 4: Promedio y desviación estándar del porcentaje de motilidad individual de los
espermatozoides de semen fresco

Figura 5: Promedio y desviación estándar del puntaje de vigor de los espermatozoides de
semen fresco

En la evaluación estadística del semen diluido con los 4 tratamientos a 30°C y a 5°C no se
encontró diferencia significativa entre las medias de motilidad individual (ver anexo 4 y figura 6)
ni vigor. En el semen del carnero existe una distribución desigual de proteínas del cito
esqueleto asociadas a membrana, por lo que sería más sensible a la refrigeración,
manifestándose por un aumento del número de espermatozoides muertos, formas anormales,
alteración de la distribución de lípidos de la membrana y aumento del calcio intracelular
(Salamon, 1990).
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Sin embargo, en el caso de la motilidad individual el diluyente de Salamon con yema de huevo
líquida (SYHL) obtuvo el mejor promedio tanto en la evaluación a 30 °C, la cual fue de 72,5%,
con una desviación estándar de 12,2, como a 5 °C que fue de 68,3%, con una variación
estándar de 11.1 y el diluyente de Salamon con yema en polvo (SYHP) obtuvo una media de
motilidad individual de 67,5% a 30 °C y de 63,3 % a 5 °C, con una desviación estándar de 7,5 y
10,7 respectivamente. Por su parte diluyente de Colas con yema líquida (CYHL) a 30 °C
presentó una media de motilidad individual de 68,3% y una desviación estándar de 9,4 y a 5ºC
presentó una media de motilidad individual de 62,5% con una desviación estándar de 10,6, y el
diluyente de Colas con yema en polvo (CYHP) polvo presentó un porcentaje de motilidad
individual de 65,8% con una desviación estándar de 10 a 30 °C, y a 5 °C obtuvo una media de
motilidad individual de 65% con desviación estándar de 10.
Figura 6: Promedio y desviación estándar de la Motilidad individual del semen en periodo de
equilibrio a 30 ºC y a 5 ºC
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Por otro lado, el vigor se comportó igual a ambas temperatura para cada tratamiento (ver anexo
5 y figura 7), y las mejores medias fueron obtenidas por los diluyentes preparados con yema de
huevo en polvo. El diluyente de Colas con yema en polvo obtuvo el mejor promedio a ambas
temperaturas siendo de 4,6 a 30 °C y de 4,7 a 5 °C, con una desviación estándar de 0,5 en
ambos casos, seguido del diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo que obtuvo un
promedio de 4,4 a 30 °C y 4,6 a 5 °C, con una variación estándar de 0,5 en cada caso. Por su
parte el diluyente de Salamon con yema de huevo líquida obtuvo un promedio de vigor 4,3 a 30
°C y de 4,4 a 5 °C, y una variación estándar de 0,5 en ambas temperaturas, y el diluyente de
Colas con yema de huevo líquida obtuvo un promedio de 4,2 a ambas temperaturas y una
desviación estándar de 0,7 a 30ºC y 0,4 a 5ºC.
Figura 7: Promedio y desviación estándar del puntaje de vigor de los espermatozoides en
semen diluido. Durante el periodo de equilibrio a 30 ºC y a 5ºC.
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En cuanto a la evaluación estadística del semen descongelado, no se encontró diferencia
significativa entre las medias de motilidad individual ni vigor (ver anexo 6 y figura 8), aunque en
el caso de la motilidad individual el análisis de varianza (ANAVA) indicaba diferencias, pero se
realizó una prueba de Tukey para encontrar las diferencias entre las medias y esta arrojó como
resultado que todas se comportan igual, lo que sugiere que la diferencia no es significativa.
Sabemos la importancia que tiene asegurar la calidad del semen después de congelado, con el
fin de conocer la posible capacidad de fertilización. Con la fertilidad del semen se han
relacionado varios parámetros como la motilidad, viabilidad, ultra estructura y cambios
bioquímicos de los espermatozoides después de la descongelación. Los eyaculados de
carneros solamente se pueden considerar adecuados para su conservación y uso en la
inseminación si el porcentaje de espermatozoides que se mueven hacia adelante no es menor
del 40% al descongelarlos, y del 30% después de 5-6 horas de incubación (Evans, 1990). En la
evaluación de la motilidad individual del semen descongelado encontramos que el conservado
con el diluyente de Salamon con yema de huevo líquida que obtuvo el mejor promedio en
motilidad individual el cual fue de 44,2 % con 14,7 de desviación estándar, seguido por el
diluyente de Colas con yema liquida que obtuvo un 40,8% de motilidad individual con una
desviación estándar de 16,4. Por su parte el diluyente de Colas con yema en polvo obtuvo un
promedio de motilidad individual de 32,9 % con 14,3 de desviación estándar, y el diluyente de
Salamon con yema en polvo obtuvo un 27,5% de motilidad individual con 20,3 de desviación
estándar.
En la evaluación del semen descongelado encontramos que el diluyente de Colas con yema en
polvo obtuvo el mejor promedio en vigor el cual fue de 4,1 con 0,6 de desviación estándar,
seguido por el diluyente de Colas con yema líquida que obtuvo un promedio de vigor de 4 con
0,7 de desviación estándar. Por su parte, el diluyente de Salamon con yema en polvo presentó
un promedio de 4 en el vigor con una desviación estándar de 0,9, el diluyente de Salamon con
yema líquida que obtuvo el menor promedio de vigor siendo de 3,8 con una desviación
estándar de 0,5.
Con respecto a los parámetros cinéticos, se observa una disminución en la velocidad de
avance de los espermatozoides cuando se evalúa un diluyente con yema de huevo en polvo y
aumentan los movimientos laterales de la cabeza, lo que puede deberse al aumento en la
viscosidad del medio. (Jiménez, M. et al, 2004)
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Figura 8: Promedio y desviación estándar del porcentaje de motilidad y el puntaje de vigor de
los espermatozoides de semen descongelado.

Con todo esto podemos notar que las muestras disminuyeron notablemente su calidad después
del proceso de congelación-descongelación, pero cada diluyente fue disminuyendo su motilidad
individual gradualmente en todo el proceso. La motilidad de los espermatozoides (examinados
en muestras precalentadas a 37 ºC) se puede mantener varios días a 5 ºC. Sin embargo, la
fertilidad del semen de carnero, utilizado para inseminación cervical, declina a un ritmo de 1035%, por día de almacenamiento (Evans,1990). Si analizamos la motilidad individual a lo largo
del proceso congelación-descongelación (ver Figura 9) debemos tener en cuenta que en
semen fresco el promedio fué de 80% con una desviación estándar promedio de 7,2, y a partir
de estos valores podemos analizar cada muestra. Encontramos que el diluyente de Salamon
con yema líquida comenzó el proceso con una media de motilidad individual de 72,5% y al
descongelar obtuvo 44,2%, siendo superior a los demás diluyentes en ambos casos, seguido
del diluyente de Colas con yema líquida el cual inició con una motilidad individual de 68,3% y
finalizó obteniendo un 37,4 %. Esto muestra el buen comportamiento de estos dos diluyentes a
lo largo del proceso de congelación-descongelación ya que disminuyeron su calidad a un 51%

59

y 52,5% respectivamente, lo que se encuentra dentro del rango de motilidad individual
deseada, pues según Rodríguez-Almenda en 2007, al congelar el semen solo alrededor del
50% de los espermatozoides mantienen su viabilidad. El diluyente de Salamon con yema en
polvo inició con un 67,5% motilidad individual y al finalizar obtuvo un 27,5% disminuyendo su
Motilidad a un 40,7%, mientras que el diluyente de Colas con yema en polvo comenzó el
proceso con 65,8% de motilidad individual y finalizó con 32,9%, disminuyendo su motilidad a un
50,6%. Los espermatozoides en diluyentes que contengan yema de huevo fresca, presentan
valores más altos de motilidad individual, avance y velocidad en línea recta, y presentan los
valores más bajos en desplazamiento lateral de la cabeza (Jimenez, M. et al, 2004).
En cuanto al vigor (ver Figura 10), el punto de partida fue un promedio de vigor de 4,8 en
semen fresco, con una desviación estándar promedio de 0,5. Durante el proceso el diluyente
de Colas con yema en polvo obtuvo un promedio de 4,6 al iniciar y finalizó en 4,1, siendo el
mejor puntaje obtenido en ambos casos, seguido por el diluyente de Salamon yema en polvo
que inició con un promedio de 4,4 y al descongelar obtuvo un promedio de 4. Por su parte el
diluyente de Salamon con yema de huevo líquida inició con un promedio de vigor de 4,3 y
finalizó con 3.8, mientras que el diluyente de Colas con yema de huevo líquida inició el proceso
con un promedio de vigor de 4,2 y finalizó con un promedio de 4. Siendo el diluyente de Colas
con yema de huevo en polvo el que mejor resultado mostró en cuanto al vigor obtenido a la
descongelación, seguido por el diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo.
Los resultados obtenidos muestran un descenso en la Motilidad y un poco menos en el vigor,
siendo este más pronunciado en las muestras descongeladas, indicando el aumento del daño
celular debido a los fenómenos físicos y químicos que se producen durante la congelacióndescongelación del semen, lo que está correlacionado con los resultados descritos por autores
como Garde en 1992, Cortés en 1997 y Rodríguez-Almeida en 2007.

Figura 9: Comparación del porcentaje de motilidad individual obtenido por los espermatozoides
durante todo el proceso de toma de muestra hasta la descongelación del semen.
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Figura 10: Comparación del puntaje de vigor obtenido por los espermatozoides durante todo el
proceso de toma de muestra hasta la descongelación del semen.

La morfología y el estado del acrosoma se evaluaron por medio de la Tinción de Azul de Tripán
la cual no dio el resultado esperado en cuanto a coloración específica, pero permitió clasificar
las morfologías para cada muestra de semen diluido a 30ºC y en descongelación.
Para la clasificación de las morfologías en semen diluido a 30ºC, se observaron 200
espermatozoides por lámina de cada diluyente para un total de 600 espermatozoides teñidos
semen diluido por cada carnero, por 4 diluyentes, lo que da un total de 2400 espermatozoides
evaluados para cada diluyente con semen diluido a 30ºC para cada carnero (ver anexo 7 y 8).
En la clasificación de las anormalidades primarias en el semen diluido a 30ºC (ver Figura 11),
los carneros presentaron un promedio de 8,8 anormalidades primarias con el diluyente de
Salamon con yema de huevo líquida con una desviación estándar de 5,5, y con el diluyente de
Salamon con yema de huevo en polvo presentaron un promedio de 9,3 anormalidades
primarias con una desviación estándar de 6,5. Por su parte, con el diluyente de Colas con
yema de huevo liquida los carneros presentaron un promedio de anormalidades primarias de
8,3 con una desviación estándar de 6,5, y con el diluyente de Colas con yema de huevo en
polvo presentaron un promedio de 9,8 anormalidades primarias con una desviación estándar
de 8,9. Esto para un total de anormalidades primarias de 4% para el diluyente de Salamon con
yema de huevo liquida, 5% para el diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo, 4%
para el diluyente de Colas con yema de huevo liquida y 5% para el diluyente de Colas con
yema de huevo en polvo (ver figura 12).
Para el caso de las anormalidades secundarias en semen diluido a 30ºC (ver Figura 11), los
carneros presentaron un promedio de 12,6 anormalidades primarias con el diluyente de
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Salamon con yema de huevo líquida con una desviación estándar de 6,5, y con el diluyente de
Salamon con yema de huevo en polvo presentaron un promedio de 12 anormalidades primarias
con una desviación estándar de 4,8. Por su parte, con el diluyente de Colas con yema de
huevo liquida los carneros presentaron un promedio de anormalidades primarias de 10,6 con
una desviación estándar de 6,8, y con el diluyente de Colas con yema de huevo en polvo
presentaron un promedio de 18,7 anormalidades primarias con una desviación estándar de 8,9.
Esto para un total de anormalidades primarias de 6% para el diluyente de Salamon con yema
de huevo liquida, 6% para el diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo, 5% para el
diluyente de colas con yema de huevo liquida y 10% para el diluyente de colas con yema de
huevo en polvo (ver Figura 13).
Figura 11: Promedio y desviación estándar de las morfologías anormales primarias y
secundarias encontradas en semen diluido a 30ºC.
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Figuras 12 y 13: Porcentaje de anormalidades primarias y secundarias encontradas en semen
diluido a 30ºC.

Para la clasificación de las morfologías en semen descongelado se observaron 200
espermatozoides por lámina de cada diluyente para un total de 600 espermatozoides teñidos
de semen diluido por cada carnero, lo que da un total de 2400 espermatozoides evaluados
para cada diluyente a la descongelación (ver anexo 9 y 10).
En la clasificación de las anormalidades primarias en el semen descongelado (ver figura 13),
los carneros presentaron un promedio de 10,8 anormalidades primarias con el diluyente de
Salamon con yema de huevo líquida con una desviación estándar de 7,3, y con el diluyente de
Salamon con yema de huevo en polvo presentaron un promedio de 11 anormalidades primarias
con una desviación estándar de 4,2. Por su parte, con el diluyente de Colas con yema de
huevo liquida los carneros presentaron un promedio de anormalidades primarias de 9,3 con
una desviación estándar de 7,9, y con el diluyente de Colas con yema de huevo en polvo
presentaron un promedio de 7,9 anormalidades primarias con una desviación estándar de 4,9.
Esto para un total de anormalidades primarias de 5% para el diluyente de Salamon con yema
de huevo liquida, 5% para el diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo, 5% para el
diluyente de colas con yema de huevo liquida y 4% para el diluyente de colas con yema de
huevo en polvo (ver figura 15).
Para el caso de las anormalidades secundarias en semen descongelado (ver figura 14), los
carneros presentaron un promedio de 11,6 anormalidades primarias con el diluyente de
Salamon con yema de huevo líquida con una desviación estándar de 5,8, y con el diluyente de
Salamon con yema de huevo en polvo presentaron un promedio de 10,6 anormalidades
primarias con una desviación estándar de 5,1. Por su parte, con el diluyente de Colas con
yema de huevo liquida los carneros presentaron un promedio de anormalidades primarias de
11,8 con una desviación estándar de 5,3, y con el diluyente de Colas con yema de huevo en
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polvo presentaron un promedio de 10,3 anormalidades primarias con una desviación estándar
de 3,9. Esto para un total de anormalidades primarias de 6% para el diluyente de Salamon con
yema de huevo liquida, 5% para el diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo, 6%
para el diluyente de colas con yema de huevo liquida y 5% para el diluyente de colas con yema
de huevo en polvo (ver Figura 16).
Figuras 14: Promedio y desviación estándar de la Evaluación morfológica del semen
descongelado.
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Figuras 15 y 16: Porcentaje de anormalidades encontradas en semen descongelado.

En general, las anormalidades más frecuentemente encontradas en los carneros tanto en
semen diluido como descongelado fueron colas dobladas y colas enrolladas. Para el caso de
las colas enrolladas los carneros presentaron en el semen diluido a 30ºC: con el diluyente de
Salamon con yema de huevo liquida un promedio del 3,3%, con el diluyente de Salamon con
yema de huevo en polvo un promedio del 3,4%, con el diluyente de Colas con yema de huevo
líquida un promedio del 14,8% y con el diluyente de Colas con yema de huevo en polvo un
promedio del 17,8%. Y en el semen descongelado presentaron un promedio de colas
enrolladas del 4,8% con el diluyente de Salamon con yema de huevo liquida y en polvo, 4%
con el diluyente de Colas con yema de huevo liquida y 7,7% con el diluyente de Colas con
yema de huevo en polvo.
Para el caso de las colas dobladas, en el semen diluido a 30ºC los carneros presentaron un
promedio de 3,7% con el diluyente de Salamon con yema de huevo liquida, 3,4% con el
diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo, 3% con el diluyente de Colas con yema de
huevo liquida y 3,5% con el diluyente de colas con yema de huevo en polvo. Y en el semen
descongelado, los carneros presentaron un promedio de 3,8% con el diluyente de Salamon
con yema de huevo liquida, 3% con el diluyente de Salamon con yema de huevo en polvo,
3,4% con el diluyente de Colas con yema de huevo liquida y 2,9% con el diluyente de colas con
yema de huevo en polvo.
Otras anormalidades que se encontraron en menor proporción fueron cabezas normales
sueltas, reflexión de la cola y pieza intermedia doblada. Un semen de buena calidad nunca está
exento de contener espermatozoides anormales, pero entre menor sea el porcentaje, mucho
mejor. Según la bibliografía revisada, las colas dobladas son causadas por cambio brusco de
temperatura, uso de diluyentes hipotónicos, masturbación, stress, tratamientos con estrógenos,
contaminación con agua u orina, y no deben pasar del 20% (Daza, 1994), así como se dio en
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los resultados anteriormente mencionados. Pero también pueden ser producidas por trastornos
en el epidídimo y en este caso se encuentran además alto porcentaje de gotas
protoplasmáticas distales, lo que en este caso no se presentó.
Para la evaluación de acrosoma y estado del espermatozoide se realizó la coloración Tricómica
siguiendo el protocolo de la tesis española Efecto de la conservación sobre la fisiología
espermática de semen caprino (Cortés Gallego, S., 1997). En total se tiñeron 48 láminas de
semen fresco y 48 láminas de semen descongelado con la coloración Tricrómica, pero el
resultado esperado no se dio tal y como explicaba la literatura, así que durante la evaluación
minuciosa de cada lámina sólo 16 de ellas cumplían con el patrón de presentar 4 tonalidades
diferentes, no exactamente a las descritas, pero se podían diferenciar 4 tonos diferentes que
concordaban con la explicación del significado de cada color. No se encontró diferencia alguna
entre las yemas de huevo, así como en el estudio de Jiménez, M, donde los porcentajes de
acrosomas normales en los espermatozoides fueron similares para las diferentes fuentes de
yema de huevo, así como también las morfologías encontradas.
Para evaluar el estado del acrosoma, vivos y muertos, también se observaron 200
espermatozoides por lámina, para un total de 600 espermatozoides de semen teñido en fresco
y 600 espermatozoides de semen teñido después de descongelado, esto da un total de 1200
espermatozoides evaluados por animal, y dependiendo de su tonalidad se clasificaron en
cuatro categorías según su vitalidad, y

estatus acrosomal: A. (Espermatozoide vivo con

acrosoma intacto), B. (espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado), B’ (espermatozoide
vivo con acrosoma reaccionando), C. (espermatozoide muerto con acrosoma intacto) y D.
(espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado) (Cortés, 1997).
Para este caso, de las 16 láminas evaluadas se clasificaron 3200 espermatozoides y se obtuvo
que: 4 laminas correspondían a semen diluido con Colas con yema de huevo líquida (2 de
semen fresco y 2 de semen descongelado), 4 láminas correspondías a semen diluido con
Colas con yema de huevo en polvo (2 de semen fresco y 2 de semen descongelado), 3 láminas
eran de semen diluido con Salamon con yema de huevo en polvo (2 de semen fresco y 1 de
semen descongelado) y las restantes 5 láminas fueron de semen diluido con Salamon con
yema de huevo en polvo (3 de semen fresco y 2 de semen descongelado). No se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides normales, comparando la yema
de huevo líquida y en polvo, tal y como sucedió en el artículo de Jiménez, M, et al. 2004.
Debemos tener en cuenta que la proporción de espermatozoides con acrosomas lesionados
varía con el método de congelación y descongelación pero no excederá del 70% (Evans,
1990). En las 16 láminas evaluadas se clasificaron 3200 espermatozoides dentro de los que se
encontraron un total de 1813 espermatozoides vivos y 1387 muertos. 9 láminas
correspondieron a Semen Fresco y 7 láminas correspondieron a semen descongelado.
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En total se evaluaron 1800 espermatozoides teñidos de Semen Fresco diluido a 30°c (ver
anexo 11), se clasificaron un total de 1155 espermatozoides como vivos, y 645
espermatozoides se clasificaron como muertos, lo que corresponde a 64,16% vivo y el 35,83%
muerto (ver Figura 17). En total, de 1800 espermatozoides evaluados en semen fresco se
obtuvo el 34,27% con acrosoma intacto (A), 25,77% con acrosoma reaccionado (B) y 4,11%
con acrosoma reaccionando (B’), mientras que de los clasificados como muertos el 24,5%
tenía el acrosoma intacto (C) y el 11,33% reaccionado (D) (ver Figura 18).
En la clasificación de los espermatozoides en las muestras con la coloración tricrómica se
obtuvo: Espermatozoides teñidos con la coloración A un promedio de 68,56 con una desviación
estándar de 7,02, con la coloración B un promedio de 51,56 y una desviación estándar de 8,53,
con la coloración B’ un promedio de 8,22 y una desviación estándar de 3,42, con la coloración
C un promedio de 49 y una desviación estándar de 13,70 y con la coloración D un promedio de
22,67 y una desviación estándar de 8 (ver figura 19).
Figura 17: Porcentaje Total de espermatozoides Vivos y Muertos con la coloración Tricrómica
en Semen fresco.
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Figura 18: Porcentaje total de clasificación de espermatoiziodes Vivos con la coloración
Tricrómica en semen diluido a 30ºC. A. (Espermatozoide vivo con acrosoma intacto), B.
(espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado) y B’ (espermatozoide vivo con acrosoma
reaccionando). Porcentaje total de clasificación de espermatoiziodes Muertos con la coloración
Tricrómica en semen diluido a 30ºC. C. (espermatozoide muerto con acrosoma intacto) y D.
(espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado)

Figura 19: Promedio y Desviación estándar de la clasificación de los espermatozides en
semen fresco por medio de la Coloración Tricrómica.

En total se evaluaron 1400 espermatozoides teñidos de Semen Descongelado (ver anexo 12),
encontrándose el 47% vivos y el 53% muerto (ver Figura 20). Un total de 658 espermatozoides
se clasificaron como vivos, y 742 espermatozoides se clasificaron como muertos. En total, de
1400 espermatozoides evaluados en semen descongelado se obtuvo el 28,28% con acrosoma
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intacto (A), 13,14% con acrosoma reaccionado (B) y 5,57% con acrosoma reaccionando (B’)
(ver Figura 23), mientras que de los clasificados como muertos el 35,35% tenía el acrosoma
intacto (C) y el 17,64% reaccionado (D) (ver Figura 21).
En la clasificación de los espermatozoides en las muestras con la coloración tricrómica se
obtuvo: Espermatozoides teñidos con la coloración A un promedio de 56,57 con una desviación
estándar de 9,11, con la coloración B un promedio de 26,29 y una desviación estándar de
11,94, con la coloración B’ un promedio de 11,14 y una desviación estándar de 4,26, con la
coloración C un promedio de 70,71 y una desviación estándar de 6,13 y con la coloración D un
promedio de 35,29 y una desviación estándar de 8,56 (ver figura 22).
Figura 20: Porcentaje Total de espermatoiziodes Vivos y Muertos con la coloración Tricrómica
en semen descongelado.

Figura 21: Porcentaje total de clasificación de espermatoizoides Vivos con la coloración
Tricrómica en semen descongelado. A. (Espermatozoide vivo con acrosoma intacto), B.
(espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado) y B’ (espermatozoide vivo con acrosoma
reaccionando). Porcentaje total de clasificación de espermatoiziodes Muertos con la coloración
Tricrómica en semen descongelado. C. (espermatozoide muerto con acrosoma intacto) y D.
(espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado)
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Figura 22: Promedio y Desviación estándar de la clasificación de los espermatozides en
semen descongelado por medio de la Coloración Tricrómica.

El porcentaje de reacción acrosomica encontrada en la literatura es de 25% - 30%, que
coincide con los resultados obtenidos que fueron: en semen diluido a 30ºC. 25,77% vivos
reaccionados y 11,33 muertos reaccionados; y en semen semen descongelado, 13,14% vivos
reaccionados y 17,64% muertos reaccionados. La reacción acrosómica se puede atribuir a
capacitación experimentada por los espermatozoides sometidos a refrigeración y congelación,
y puede ser debida al choque térmico (Sánchez y Schill, 1991; Pérez et al, 1996), a la acción
capacitante del glicerol (Garde, 1992) y otros compuestos amídicos que forman parte de los
diluyentes (Berg et al, 1990)
Los diferentes colorantes empleados en la coloración fueron preparados en el laboratorio de la
universidad, y eran almacenados en refrigeración por máximo 15 días, mientras que el Azul de
Tripán debía ser preparado en campo antes de su utilización para el cual se intentó mantener
la temperatura de preparación en campo que debía ser de 37 °C. Para continuar con la
aplicación de los demás colorantes a cada lámina siguieron los diferentes pasos mencionados
anteriormente, respetando los tiempos y las temperaturas como lo dice la literatura. Esta última
parte se realizó siempre en el laboratorio de la universidad. Durante el análisis del resultado
encontramos otra referencia bibliográfica sobre el uso de esta coloración, se trata del artículo
Use of triple – stain technique to detect viability and acrosome reaction in deer speematozoa
(Garde. J. J, et al.), donde pudimos observar algunas variaciones respecto al protocolo que
tomamos como guía, en esta segunda referencia manejan el Marron de Bismark a 40ºC, el
Rosa de Bengala a 24ºC y utilizan como medio el TC199 sin BSA.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que no existe diferencia estadística
significativa para decir que un diluyente es mejor que otro durante el proceso de congelación
de semen de carnero.
En cuanto a la evaluación del porcentaje de motilidad individual, encontramos que el semen
diluido con el diluyente de Salamon con yema de huevo líquida fue el que mayor motilidad
individual mantuvo durante el periodo congelación-descongelación, seguido por el semen
diluido con el diluyente de Colas con yema de huevo líquida. Y en cuanto a la evaluación de
vigor encontramos que los espermatozoides del semen diluido con el diluyente de Colas con
yema en polvo obtuvieron el mayor puntaje de vigor durante el periodo de congelacióndescongelación, seguidos por los espermatozoides del semen diluido con el diluyente de
Salamon con yema de huevo en polvo.
Pudimos concluir que ambos diluyente preparados con yema líquida mostraron una excelente
motilidad después de descongelar el semen. También podemos anotar que tanto en los
periodos de equilibrio como a la descongelación, los espermatozoides que se encontraban en
semen diluido con cualquier diluyente con yema de huevo en polvo presentaban un vigor
notablemente mayor que los mismos diluyentes preparados con yema de huevo líquida.
Sobre la preparación del diluyente con yema de huevo en polvo, hay que aclarar que es
necesaria una filtración minuciosa de la yema de huevo, para disminuir al máximo los grumos
que ofrece al diluyente esta presentación, y así minimizar la viscosidad del medio lo que
favorecería la motilidad de los espermatozoides. Sin embargo, podemos concluir que la yema
de huevo en polvo es una buena opción para utilizar en los diluyentes para congelación de
semen de carnero.
En cuanto a la evaluación del acrosoma con la Coloración Tricrómica, debemos anotar que
aparentemente ninguno de los diluyentes y/o fuentes de yema de huevo muestra efecto sobre
los acrosomas. Por lo anterior, se deduce que las fallas estuvieron en la técnica utilizada,
debido a que no se estandarizó el protocolo para la especie y para las situaciones en campo.
Para efecto de la manipulación y cuidado de las muestras de semen, es más recomendable el
diluyente de Salamon ya que permite la opción de prepararlo en un solo paso y esto además
de permitir un más fácil manejo del diluyente para el operario, proporciona a las muestras una
menor exposición a daños por manipulación.
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Para próximos trabajos o investigaciones sobre este tema se recomienda asegurar los medios
necesarios para el mantenimiento de las temperaturas requeridas en todo momento, bien sea
en el laboratorio o en campo.
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6. ANEXOS

Anexo 1: Registro de la concentración espermática de los carneros durante el estudio
6

Concentración espermática (x 10 )

Carnero 1 Carnero 2 Carnero 3 Carnero 4
Semana 1
7480
5220
1370
2660
Semana 2
3300
4440
5250
7320
Semana 3
5920
5420
5590
7220

Anexo 2: Registro del porcentaje de Motilidad individual de los espermatozoides de semen
fresco

Semana 1
Semana 2
Semana 3

Motilidad individual (%)
Carnero 1 Carnero 2 Carnero 3 Carnero 4
90
80
70
80
70
70
80
90
80
80
70
80

Anexo 3: Vigor de los espermatozoides de semen fresco

Semana 1
Semana 2
Semana 3

Vigor (Puntaje)
Carnero 1 Carnero 2 Carnero 3 Carnero 4
5
5
4
5
5
5
4
5
5
5
4
5

Anexo 4: Registro del porcentaje de motilidad individual de los espermatozoides de semen
diluido. Durante el periodo de equilibrio a 30 ºC y a 5 ºC

CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4

MOTILIDAD INDIVIDUAL A 30ºC (%)
S YHL
S YHP
C YHL
C YHP
90
70
80
80
70
80
70
70
70
80
70
60
50
50
50
50
60
60
80
70
60
70
60
80
70
70
70
80
80
70
70
70
70
80
70
70

60
70
70
50
60
50
70
80
80
70
60
70
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MOTILIDAD INDIVIDUAL A 5º (%)
S YHL
S YHP
C YHL
C YHP
70
80
70
60
50
60
50
50
50
70
60
50
50
60
50
70
50
70
80
70
50
80
70
60
80
80
80
80
70
70
70
60
70
60
60
70

60
60
50
50
60
60
70
70
80
70
70
80

Anexo 5: Registro del puntaje de vigor de los espermatozoides de semen diluido. Durante el
periodo de equilibrio a 30 ºC y a 5 ºC.

S YHL
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4

5
4
5
5
4
4
4
4
4
5
4
4

VIGOR A 30º
S YHP
C YHL
4
4
4
4
4
4
4
5
5
5
5
5

C YHP
5
4
3
4
4
5
3
5
4
5
4
4

S YHL
5
4
4
5
4
4
4
5
5
5
5
5

5
4
4
4
4
5
5
5
4
4
5
4

VIGOR A 5º
S YHP
C YHL
5
4
4
5
4
4
5
4
5
5
5
5

C YHP
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
5
5

4
5
4
5
5
5
5
4
4
5
5
5

Anexo 6: Registro de la motilidad individual y vigor obtenido por los espermatozoides de
semen descongelado

CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4
CARNERO 1
CARNERO 2
CARNERO 3
CARNERO 4

VIGOR SEMEN DESCONGELADO
MOTILIDAD INDIVIDUAL
SEMEN DESCONGELADO (%)
(PUNTOS)
S YHL
S YHP
C YHL
C YHP
S YHL
S YHP
C YHL
C YHP
40
50
30
40
4
4
3
60
50
50
40
4
4
5
20
30
40
40
3
4
3
60
50
20
30
3
4
3
50
50
40
30
4
5
4
40
50
50
40
4
5
5
20
10
30
40
3
2
3
50
40
20
30
3
4
3
10
0
20
10
3
2
4
50
30
50
0
4
4
4
50
30
40
30
4
4
4
50
40
50
40
4
5
4
20
0
20
20
3
3
3
50
10
40
20
4
3
4
50
30
40
30
4
4
5
50
40
50
50
4
5
4
30
40
50
40
3
4
5
60
60
40
20
4
5
4
40
0
0
10
4
5
4
60
0
70
50
4
4
4
60
30
50
30
5
4
4
60
20
60
60
4
5
5
40
0
60
50
4
4
4
40
0
60
40
4
4
4
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4
4
4
4
4
4
4
4
3
3
5
3
4
4
4
5
4
4
5
5
4
4
5
5

Anexo 7 y 8: Registro del total de anormalidades primarias y secundarias encontradas en
semen diluido a 30ºC.

TOTAL ANORMAIDADES SECUNDARIAS
SEMEN DILUIDO A 30ºC
S YHL

S YHP

C YHL

Carnero 1

9

15

Carnero 2

10

Carnero 3

8

Carnero 4

27

15

Carnero 1

19

Carnero 2

16

Carnero 3

6

Carnero 4

7

Carnero 1
Carnero 2
Carnero 3
Carnero 4

TOTAL ANORMALIDADES PRIMARIAS
SEMEN DILUIDO A 30ºC

C YHP

S YHL

S YHP

30

18

Carnero 1

5

8

5

10

Carnero 2

12

12

20

Carnero 3

11

24

13

9

9

11

2
8

7

14

19

11

14
9

C YHL

C YHP

10

11

4

10

4

4

0

7

11

6

9

Carnero 4

9

4

13

25

35

Carnero 1

12

20

10

4

10

Carnero 2

10

7

4

10

3

22

Carnero 3

4

3

4

3

13

33

Carnero 4

21

20

24

21

6

16

Carnero 1

3

2

2

6

7

5

Carnero 2

2

9

6

3

19

11

16

Carnero 3

7

5

1

8

18

9

15

Carnero 4

16

17

14

25

Anexo 9 y 10: Registro del total de anormalidades encontradas en semen descongelado.

TOTAL ANORMALIDADES PRIMARIAS SEMEN
DESCONGELADO
S YHL

S YHP

C YHL

TOTAL ANORMALIDADES SECUNDARIAS SEMEN
DESCONGELADO

C YHP

S YHL

S YHP

C YHL

C YHP

Carnero 1

13

9

7

9

Carnero 1

8

24

22

7

Carnero 2

6

8

24

16

Carnero 2

14

11

7

13

Carnero 3

15

5

1

9

Carnero 3

6

8

4

11

Carnero 4

30

11

9

5

Carnero 4

24

7

9

12

Carnero 1

6

19

12

4

Carnero 1

8

15

9

18

Carnero 2

13

15

2

9

Carnero 2

16

8

17

11
7

Carnero 3

3

8

3

1

Carnero 3

6

5

7

Carnero 4

14

11

23

17

Carnero 4

12

9

10

5

Carnero 1

4

8

5

4

Carnero 1

18

14

19

10

Carnero 2

8

18

8

9

Carnero 2

8

9

12

13

Carnero 3

7

10

2

3

Carnero 3

14

8

13

4

Carnero 4

10

10

15

9

Carnero 4

5

9

12

12
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Anexo 11: Registro de la clasificación de los espermatozoides en semen fresco con la
Coloración Tricrómica
FECHA
17-jul-08
18-jul-08
16-jul-08
17-jul-08
16-jul-08
22-jul-08
26-jun-08
22-jul-08
17-jul-08
TOTAL

DILUYENTE
S/L
S/P
S/P
C/P
C/L
S/P
C/L
S/L
C/P

MUESTRA
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco

CARNERO
1
2
4
1
4
4
2
3
1

A
64
65
80
72
72
75
57
69
63
617

B
64
40
64
53
47
50
43
47
56
464

B'
10
5
13
5
7
3
9
12
10
74

C
38
56
32
41
52
54
78
51
39
441

D
24
34
11
29
22
18
13
21
32
204

Total
200
200
200
200
200
200
200
200
200
1800

Anexo 12: Registro de la clasificación de los espermatozoides en semen descongelado con la
Coloración Tricrómica
FECHA
28-jun-08
28-jun-08
11-jul-08
21-jul-08
12-jul-08
28-jun-08
21-jul-08
TOTAL

DILUYENTE
C/L
S/P
C/L
S/P
C/P
C/P
S/L

MUESTRA
Descongelado
Descongelado
Descongelado
Descongelado
Descongelado
Descongelado
Descongelado

CARNERO
2
2
3
2
2
2
2

80

A
58
67
47
69
45
54
56
396

B
8
29
32
17
20
35
43
184

B'
12
14
17
13
10
4
8
78

C
82
66
66
70
76
69
66
495

D
40
24
38
31
49
38
27
247

Total
200
200
200
200
200
200
200
1400

